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RESUMEN:

La Hemofilia es una enfermedad que se hereda en forma recesiva ligada al
cromosoma X. Un defecto en los genes responsables de la Hemofilia A y B re-
duce la sintesis de los Factores VIII y IX respectivamente. La incidencia de la
Hemofilia A es de 1-2 por cada 10,000 varones nacidos vivos mientras que la
incidencia de la Hemofilia B es la quinta parte de la poblaci6n calculada para la

Hemofilia A.

Clinicamente estas enfermedades no pueden ser diferenciadas. El diagnésti-
co de pacientes hemofilicos se basa en criterios clinicos y de dosificacién de la
actividad coagulante de los FVIII y FIX, este dltimo permite clasificar a la en-
fermedad como severa, moderada o leve, sin embargo estos criterios no son
utiles para el diagnéstico de portadoras. Actualmente gracias a los avances en
el conocimiento de los aspectos moleculares de estas enfermedades se ha inten-
tado establecer estrategias para la deteccion de portadoras. En el INP, se reci-
ben cerca de 20 casos de hemofilicos A y B al afio por lo que es necesario esta-
blecer estrategias de deteccién de portadoras para otorgar un asesoramiento
genético adecuado. El andlisis de la segregacion de los marcadores polimérficos
para enzimas de restriccién (fragmentos de restriccién de longitud polimérfica
o RFLPs), permite identificar al cromosoma afectado y establecer estrategias
confiables para la deteccién de portadoras. El presente trabajo tiene por objeto:
(1) Determinar el caracter de portadora o sana entre las hermanas de hemofili-
cos; (2) Determinar la frecuencia de heterocigotas para seleccionar la estrategia
para la deteccién de portadoras con los polimorfismos IVS 18:Bcl-I y IVS
19:Hind-III en la poblacién en estudio; (3) Determinar la frecuencia de poli-
morfismos IVS 18:Bcl-I y IVS 19:Hind-1II en la poblacién bajo estudio; (4) De-
terminar si existe asociacién entre el tipo de polimorfismo y el cuadro clinico de
los pacientes, y (5) Conocer la frecuencia de los haplotipos IVS 18Bcl-I/IVS
19:Hind-IIl y establecer si existe diferencia con otros grupos étnicos. Para lograr
estos objetivos se capté una muestra de 197 individuos: 58 casos indice, 8 her-
manos afectados y el resto familiares en primer grado. Se analizaron dos RFLPs

localizados en el intron 18 y 19 del gen FVIII por reaccién en cadena de la po-




limerasa (PCR) y restriccion con las enzimas Bcl-1 y Hind-III. Encontramos que
nuestra poblacidén es altamente polimérfica para los RFLPs Bcl-1 y Hind-IIL; no
se encontré asociacion estadisticamente significativa entre el cuadro clinico y
los polimorfismos; la proporcion de mujeres heterocigotas o informativas en
ambos marcadores fue de 43.6% por lo que puede emplearse indistintamente
cualequiera de ellos; se presenta una asociacion alélica entre ambos marcado-
res; el haplotipo mas frecuente fue B2/H1; en algunos casos fue posible detec-
tar mutaciones de novo por el analisis de RFLPs; se establece la identidad de la
poblacién mestiza y sus diferencias con otros grupos étnicos. Asi mismo dada
la frecuencia de heterocigocidad en ambos marcadores éstos pueden ser de
gran utilidad en el diagnéstico prenatal y la deteccién de portadoras en la po-

blacion mexicana.

La poblacién mexicana de hemofilicos que ha sido estudiada con algunos
RFLPs hasta el momento abarca muy pocas familias. Antes de poder implemen-
tar el consejo genético es necesario establecer las frecuencias alélicas de los
RFLPs. Nuestro trabajo alcanza este objetivo al abarcar la poblacién de hemofi-
licos mas amplia en México, actualmente establece las frecuencias de polimor-

fismos y haplotipos mas fidedignas para los intrones 18 y 19.




INTRODUCCION

La respuesta fisiolégica al dafio vascular induce la activacion de la
hemostasia incluyendo la interacciéon de los vasos sanguineos, de las plaquetas y
de los factores de la coagulacién. Cuando el endotelio vascular sufre algtn dafio se
forma un complejo de plaquetas-endotelio que liberan una serie de mediadores
tales como di-fosfato de adenosina (ADP), serotonina, epinefrina, derivados de las
prostaglandinas y prostaciclinas. Algunos de estos mediadores promueven la va-
soconstriccion, otros atraen plaquetas para formar un agregado mayor conocido
como tapon hemostatico primario y otros circunscriben el proceso de coagulacién
estrictamente al area donde se produjo la lesién del endotelio vascular. El tapén
hemostatico primario es sélo temporal y requiere la formacién de un coagulo que
asegure la reparacion del dafio vascular (1,2). A principios de este siglo los inves-
tigadores observaron que si la sangre entraba en contacto con los tejidos se coagu-
laba, nombrando a la entidad responsable de este proceso tromboplastina histica.
En base a esto, Fuld y Spiro en 1904 y Morawitz en 1905 (3) propusieron la teoria
clasica de la coagulacién la cual aseguran que se llevaba a cabo en dos etapas: 1) la
accion de la tromboplastina histica (Factor Tisular:FT) sobre la protrombina para
producir trombina y 2) la accion de la trombina sobre el fribrin6geno para generar
fibrina. Los resultados de diversos experimentos sugirieron la presencia de una via
alterna donde no se requiere la participacién del factor tisular. Estos hallazgos in-
dujeron a la identificacién de enfermedades hereditarias con deficiencias en los
factores de coagulacién (hemofilia) en las que el plasma no coagula normalmente
tras exponerlo al factor histico. Durante los siguientes 50 afios, la tesis de que el
factor histico iniciaba la coagulacién siguié siendo considerada (4), sin embargo la
diferenciacién de la hemofilia en dos patologias y el hecho de que la teoria actual
no pudiese explicar la hemorragia en los hemofilicos condujo a la modificacion de
la teoria de los mecanismos hemostaticos. En 1964 McFarlane propone la hipétesis

de la “cascada de la coagulacién” al mismo tiempo en que Davie y Ratnoff pro-




pusieron la teoria del “salto de agua”. En ambas teorias se contempla la separa-
cién de los factores de coagulacion en dos rutas: la via Extrinseca y la via Intrinse-
ca y su convergencia en la activacién del factor X o via comun a partir de la que se
genera la trombina. En las dos hipotesis se postula ademas un sistema de amplifi-
cacion en base a un mecanismo de activacion secuencial de zimégenos en proteasas
activas. En la via Intrinseca la primera activacion se lleva al cabo cuando los facto-
res de contacto como son el factor XII, los cininégenos de alto peso molecular y las
precalicreinas interaccionan con una superficie extrafia dando lugar a la activacién
del factor XI que a su vez activa al factor IX. Este tiltimo activa al factor X en pre-
sencia del factor VIII, iones de calcio y fosfolipidos plaquetarios. En la via Extrin-
seca el proceso de coagulacion se desencadena por la exposicion del factor histico
al factor VII plasmatico, este complejo dimérico incide sobre el factor X provocan-
do la presencia de su forma activa en circulacién (5,6). Durante una década se con-
sider6 que la via intrinseca era crucial para la hemostasia dada la presencia de los
factores VIII y IX que en funcién de su actividad se explicaba la hemofilia, en tanto
que a la via extrinseca se le atribuyé un papel secundario. Esta concepcion fue
modificada posteriormente cuando Osterud y Rapaport (7) que demostraron que
el complejo el factor VIIa/factor histico tiene la capacidad de activar al factor IX de
la via intrinseca y al factor X de la via comtn, con ello se estableci6é un puente entre
las dos vias de coagulacion. Estos mecanismos favorecen la adhesion y la agrega-
cioén localizada de las plaquetas que junto con la fibrina y la trombina se unen al
tapon hemostatico primario y el sistema contractil de actomiosina produciendo
retraccién del coagulo y confiriéndole mayor estabilidad. Asi el sistema de coagu-
lacién esta regulado por varios mecanismos que permiten circunscribir el proceso
de coagulacién al sitio daflado y controlar la autoamplificacion. Estos mecanismos
son la dilucién de factores procoagulantes en el flujo sanguineo, la remocion de
particulas y factores activados a través del sistema reticuloendotelial y el antago-
nismo de los procoagulantes activados por inhibidores circulantes (8). Bajo condi-

ciones normales, éste ultimo es favorecido por el balance entre pro- y anti-
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coagulantes, efectos mediados por células endoteliales que ademas de sintetizar y
secretar prostaciclinas, vasodilatadores, activadores tisulares tipo plasminégeno
(9), expresan una glicoproteina transmembranal denominada Trombomodulina
que tiene la capacidad de activar a la proteina C en presencia del cofactor S y de
destruir factores Vy VIII (10,11). Otro elemento de modulacién es la presencia de
antitrombina III un inhibidor de las serin- proteasas que pertenece a la gran familia
de Serpinas, su forma de activaciéon es a través de los proteoglicanos de heparan
sulfato situados sobre la superficie luminal de las células endoteliales, funciona
como inhibidor suicida presentando su centro reactivo como un pseudosustrato
para la enzima blanco que en su caso es la Trombina y las formas activas de los
factores XII y IX asi como el X. Los factores activados son protegidos de la degra-
dacion si estan unidos a las plaquetas (12,13). Otro mecanismo de regulacion, es la
activacion del inhibidor plasmaético del Factor Tisular (TFPI) la cual es dependiente
de via concentracién de factores IX y X. EI TFPI inhibe las del complejo VIIa/FT lo
que explica la necesidad de la existencia de ambas vias, ya que el complejo VII/FT
genera pequefias cantidades de FXa necesarias para iniciar las multiples activacio-

nes interactuantes en la cascada de coagulacion (8).

En la teoria actual de la coagulacién se establece un sistema en equilibrio entre
inhibidores y activadores, asi como la interaccion de 2 vias que convergen en un
punto central que es la conversién de Protrombina a Trombina, molécula que in-
terviene en la modulacién de los mecanismos de agregacién plaquetaria, en la in-
duccién para la formacién de la malla de fibrina y en la activacién de los procesos
fibrinoliticos. Para la persistencia de la hemostasia es necesaria la produccién con-
tinuada de FXa por la accion del FIXa y FVIIla los cuales son generados por la via
Intrinseca. El FVIIla, iones de calcio y fosfolipidos acttian como cofactores que in-
crementan en unas 200,000 veces la velocidad catalitica del FIXa optimizando asi el

mecanismo de ésta ruta de coagulacién (Figura 1).
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Los trastornos hemorragicos y de la coagulacién son consecuencia de
una deficiencia en estos mecanismos. La forma mas comun de estos desérdenes es
la Hemofilia que ha sido descrita en la mayoria de las razas humanas y en varias

especies animales incluyendo al perro, el gato y en el caballo (14).

HISTORIA DE LA HEMOFILIA

La reduccién de la sintesis de los FVIII y FIX es responsable de la
Hemofilia A y B respectivamente. Los primeros reportes de este padecimiento da-
tan de 1,700 afios atras documentados en el Talmud (15) en el cual el Rabino Simén
ben Gamaliel otorgaba dispensa de circuncisién a nifios en cuyas familias se hu-
biese presentado muerte de tios maternos por esta operacién, la misma regla rabi-
nica fue aplicada en el siglo XII por Maimonides. A finales del siglo XVIII aparecen
varias resefias que describen lo mas cercano a la hemofilia, en todas se menciona a
hombres que sufren sangrados post-traumaticos anormalmente prolongados. En
1820 Nasse describe el patrén caracteristico de herencia y es hasta 1886 cuando se
reporta el primer caso de hemofilia verdadera en una mujer (16). La primera des-
cripcion de la funcién del Factor antihemofilico en los mecanismos de coagulacion
fue hecha por Patek y Taylor en 1937 al reexaminar una fraccién del precipitado
obtenido por acidificacién del plasma, confirmando que una pequefia porcion co-
rregia en forma sorprendente el tiempo de coagulacién de sangre de un hemofilico
(17), el mismo Taylor denominé a esta porcién “globulina anti-hemofilica” (G. A.
H. ) y en 1964 Wright le asigna el nombre de Factor VIII en base al lugar que ocu-
pa en el descubrimiento de los diferentes factores de coagulacién. Las observacio-
nes realizadas por Pavlovsky en 1947 al mezclar sangre de diferentes hemofilicos
in vitro mostraron la correccién del tiempo de coagulacién, lo que condujo al des-

cubrimiento de una condicién clinica y genéticamente similar a la hemofilia.




Via intrinseca

Precalicrina (PK)+ cininégeno de alto peso molecular (HK)
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Figura 1: Hipétesis de la cascada de la Coagulacién sanguinea propuesta en la
década de los sesenta con las modificaciones que se han producido. Cascada

clasica (™ ); Retroalimentacién positiva (T ); Activacién extrinseca-

intrinseca (7™ )




Esta entidad se documento en 1952 por un paciente de Oxford con diagnéstico de
“hipocoprotromboplatinogenemia hereditaria”, causada por la deficiencia del
nuevo factor al cual se le denominé de Christmas Eve, componente tromboplastico
del plasma (CTP) (18,19), factor anti-hemofilico B o factor IX, dejando la denomi-
nacion de factor anti-hemofilico A o factor VIII para la mas comtn (hemofilia A o
Clasica) (20). Con el desarrollo de anticuerpos policlonales contra FVIII /FvW, en
la década de los 70s se comienzan a establecer las diferencias entre las enfermeda-
des de von Willebrand y hemofilia como son el patrén de herencia y la deficiencia
de los factores que las producen (21,22). En este mismo periodo se describe una
variante poco usual de hemofilia B, la tipo Leyden que se caracteriza por la defi-
ciencia del FIX en la infancia pero que al entrar a la pubertad el FIX alcanza pro-
gresivamente los niveles normales con una tasa de 4-5% por afio (23-28). La década
de los 80s trajo consigo miltiples cambios en las conceptualizaciones de estas en-
fermedades, el gen del FIX fue clonado por el grupo de Choo y el Kurachi-Davie
en 1982 (29,30) y dos afios después el grupo de Gitschier & Wood logran lo mismo
con el FVIII (31). Esto ha permitido el desarrollo de métodos para la deteccién de
portadoras, diagnéstico prenatal y la posibilidad de poder explicar las manifesta-

ciones de la enfermedad en relacién al tipo de alteracion del gen (31-51).

CARACTERISTICAS CLINICAS

La mayoria de los pacientes son varones, la severidad y frecuencia
del sangrado guarda una relacién inversa con los niveles de actividad coagulante
residual (tabla 1). Las primeras manifestaciones de la hemofilia aparecen en etapas
tempranas de la infancia, los primeros 6-9 meses el paciente puede parecer normal
por la sobreproteccién de que es objeto. Con la aparicién de los primeros dientes se
pueden detectar sangrados intermitentes que pueden persistir durante varios dias
y se agravan conforme las actividades del infante aumentan. El sangrado en articu-

laciones es el rasgo mads caracteristico de las hemofilias severas (niveles de activi-
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dad < 2% del normal) y puede iniciar alrededor de los 2 0 3 afios; se reconocen tres
etapas en este proceso patolégico: 1) hemartrosis o sangrado inicial en las articula-
ciones 2) panartritis o etapa de inflamacién que afecta cartilagos y hueso y, 3) re-
gresion o etapa final con cambios permanentes en las articulaciones como son ero-
siones y destruccion de cartilagos y huesos que pueden provocar limitaciones fun-
cionales en el paciente. Las rodillas, codos, mufieca, hombros y cadera son los maés

comunmente afectados.

Los sangrados por boca y nariz secundarios a traumas locales son
caracteristicos en hemofilicos, las infecciones en vias respiratorias parecen predis-
poner a epistaxis, otros sitios de sangrado comiin son la lengua y el frenillo. El
sangrado ocasionado por cortes superficiales y punciones con aguja se detiene en
el tiempo normal, pero laceraciones més profundas y extensas tardan algunas ho-
ras o dias si no se complican con infecciones. Otros sitios donde frecuentemente se
presenta sangrado es en musculo, que puede ser espontdneo o secundario a un
traumatismo y en espacios retroperitoneales que pueden alcanzar un volumen tal
que cause hipovolemia e hipotensién. Si el volumen de sangre en un hematoma
muscular es grande, el proceso de resorcién puede ser lento e incompleto persis-
tiendo éste como una lesién quistica encapsulada conocida como pseudo-tumor

hemofilico.

Hasta antes del decubrimiento del Sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA), las causas mas importantes de muerte en los hemofilicos era la
hemorragia intracraneal provocada por traumatismos leves o en forma esponta-
nea, asi como sangrados genito-urinarios donde se presenta secundario a infeccio-
nes, calculos o neoplasmas y del aparato digestivo donde se puede manifestar co-

mo ulcera péptica (14).




TABLA1

RELACION DE ACTIVIDAD COAGULANTE RESIDUAL DEL FACTOR CON
LA SEVERIDAD DEL SANGRADO EN HEMOFILIA

NIVEL DE PLASMA MANIFESTACIONES DE
(UIyd1)2 SANGRADO
> 40 Ninguna
20-40 Tendencia a sangrar después de cirugias mayores no
diagnosticadas.
5-20 Sangrados menores después de cirugias menores
1-5 Sangrados severos después de cirugias menores.

Ocasional hemartrosis y sangrado espontaneo.

<1 Hemartrosis y hemorragia espontédnea intracraneal y

muscular. Anquilosamiento e invalidez

a: valores obtenidos mediante un ensayo de actividad coagulante con un sustrato deficiente de FVIII y un estandar internacional




DIAGNOSTICO

El diagnéstico de la hemofilia se basa en el examen e historial clinico
y en la dosificacion del FVIII y FIX. Los casos severos de esta patologia no causan
problemas en el diagnéstico, generalmente la historia refiere datos de un paciente
masculino con sangrados prolongados por dafio en dientes y lengua en la infancia,
asi como sangrados en articulaciones y musculos o posteriores a cirugias. Los casos
moderados y leves presentan dificultades en el diagnésico, especialmente aquellos
que no tienen antecedentes heredofamiliares (30-40%) y que no han sido expuestos
a intervenciones quirurgicas o a dafio accidental. El diagnéstico diferencial se rea-
liza por examenes de laboratorio con una bateria de pruebas de rastreo que cubran
la hemostasia primaria (cuenta de plaquetas, tiempo de sangrado, tiempo de coa-
gulacion y torniquete) y la fase plasmatica (factores de la via extrinseca e intrinse-
ca). El diagnéstico definitivo requiere la dosificacién del factor VIII o IX que consis-
te en interaccionar el plasma del paciente con un plasma sustrato deficiente en fac-
tor VIII o IX, de tal manera que, el plasma del paciente tiende a corregir el tiempo
de coagulacién del plasma sustrato, y esta es proporcional al nivel de actividad

residual del factor VIII o IX.

PURIFICACION Y CARACTERIZACION DEL FVIII

El FVIII piésmatico se aislé de fuentes humanas, bovinas y porcinas.
En la sangre el FVIII estd unido en forma no covalente con el Factor von Wille-
brand (FvW) (21, 52). Este complejo se obtiene por diferentes métodos como son:
crioprecipitacién, precipitacién con Concanavalina A, sulfato de amonio, glicina,
etanol, propilen-glicol y cromatografia de intercambio iénico o filtracion en gel (53-
55). La combinacién de estos métodos permite purificar un producto en orden de
7,000-10,000 veces relativo al plasma. La disociacién del complejo se logra median-

te el empleo de soluciones de alta fuerza iénica, B-mercapto etanol o con fosfolipi-




dos, la actividad que se obtenia en estos productos era de 2,300-6,000 U/mg (21,56-
60). Mediante la tincion de 4cido periédico de Shiff y el empleo de lectinas se com-
probo que ambas cadenas contienen carbohidratos, se establecié que los sitios pro-

bables de N-glicosilacién son en Asn!% y Asnlé” (61-65).

CLONACION DEL GEN DEL FVIII

A partir del conocimiento de la secuencia de aminoacidos del FVIII se
obtuvo una sonda 36  denominada sonda 83 pb 5-
CTTTTCCAGGTCAACGTTCGGAGAAATAAGCCCAAGC que hibridaba con una
secuencia conservada en el gen FVIIL. A la par se construy6é un banco genémico
enriquecido de cromosomas X a partir de DNA aislado de un individuo con cario-
tipo 49 XXXXY. Esta genoteca se construyé por digestiéon parcial del DNA con
Sau3Al y clonacion de los fragmentos obtenidos en el fago A Charon 30. Posterior-
mente, experimentos de Southern Blot donde se utilizé la sonda 8.3 para hibridar
DNA del paciente 4X y un control normal, mostraron una banda tnica con una
intensidad 4 veces mayor en el hombre 4X; una parte de esta regién correspondio a
el exén 16 del gen del FVIIL Con estos hallazgos se procedi6 a la clonacién del gen
rastreando los mRINA-FVIII en diversos tejidos y se aislé6 un mRNA de 9 kb que
codifica para una proteina de Mr =~ 300,000 (31,66-68). La clonacién del gen condu-
jo a la secuenciacion del gen y obtencién de un DNA recombinante capaz de expre-

sar la proteina del FVIIL

Con estudios a la par se establece que el gen del factor VIII se localiza
en el brazo largo del cromosoma X, el locus del FVIII fue mapeado por enlace con
el locus de gen de la Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) en Xq28 (figura 2).
La localizacion especifica del gen con respecto a otros locis mediante el uso de

analisis de YACs en gel de gradiente de pulso de las regiones proximales y dista-
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les del locus de la G6PD asi como la hibridacion in situ en células en interfase (69-

71), establecen el locus en la regién proximal.
ESTRUCTURA DEL FACTOR VIII

Mediante clonacion de su cDNA se dedujo la secuencia de los 2,351
aminoécidos que conforman la proteina del FVIII. Los primeros 19 aminoacidos
comprenden un nuacleo de 10 residuos hidrofébicos flanqueados por dos residuos
cargados que en su conjunto forman el péptido lider, caracteristico de las proteinas
secretoras (72), la proteina madura se genera posterior al corte del péptido lider y

consta de 2,332 aminoacidos con una masa aproximada de 264,763 D (figura 3).

Entre las modificaciones postraduccionales mas importantes que su-
fre el precursor del FVIII es la N-glucosilaciéon en secuencias consenso Asn-X-Ser o
Asn-X-Thr en 19 de 25 diferentes sitios potenciales (73,74), por consiguiente la ma-
sa molecular de la proteina circulante en plasma es incrementada a 330,000 D. Los
mecanismos postraduccionales de sulfatacién, caracteristicos de secuencias con
propiedades acidas de proteinas de secrecién no han sido comprobados en la pro-
teina del FVIII, se postula la probabilidad en los residuos de Tyr en las posiciones

346, 395, 407, 718, 719, 722, 1,664 y 1,680.

Un afio después de la clonacién del gen, mediante experimentos con muta-
génesis dirigida y expresién del FVIII, asi como de pulso y caza con 35S se compro-
b6 que los residuos en las posiciones 1,664 y 1,680 son blanco de este mecanismo
de sulfatacion lo que les confiere gran importancia en la interacciéon con el Factor

von Willebrand (75).

Con estos datos y con el apoyo de un analisis computarizado, Vehar
en 1984 establece la existencia de dos diferentes dominios: 1) el dominio A que
consiste en un segmento triplicado de aproximadamente 330 - 380 aminoécidos,
ubicado en la regién amino-terminal en los residuos del 1 al 329 y del 380 al

711, y en la regién carboxi-terminal de la proteina madura en los residuos del
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Figura 2: Mapa gendmico de!l gen del FVIIL. A)El gen del FVIII se localiza en la
banda 28 cerca del extremo Xq. B) El rectangulo GODP representa al gende la
Glicosa 6-Fosfato Deshidrogenasa que se localiza a la derecha del FVIII. C) El
genconsta de 186 Kb y se distribuye en 26 exones representados por las cajas
negras, las blancas representan a los intrones.
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al 2,019. Se considera que estos segmentos contiene 30% de homologia entre ellos
dominios y se denominan Aj, A2 y As. 2) Al dominio C. contiene también dos seg-
mentos con el 40% de homologia denominados como C; y Cz que constan de 150-
160 aminoéacidos cada uno de ellos, se localizan en la regién carboxi-terminal abar-
cando del residuo 2,019 al 2,174 para C; y del 2,176 al 2,332 para C». Tanto los do-
minios de A, como de C, muestran una conservacion considerable de los residuos
de Cys, lo que implica que la similitud estructural ha sido mantenida dentro de los
dominios repetidos, 3) un tercer dominio tnico es el B que se ubica entre los resi-
duos 712 y 1,648, consta de 925 aminoacidos y en esta regiéon se concentra la ma-
yor parte de las glucosilaciones. Se ha postulado que durante la biosintesis la ca-
dena sencilla del FVIII es cortada en la posicion Arg-1,648 en la secuencia His-GIn-
Arg-Glu para generar la regién amino-terminal de la cadena ligera, asi como se
han establecido los sitios de reconocimiento para la accién de la trombina que ge-
nera los fragmentos A1A»,, A2B y BAs. Por lo que la forma activa con importancia
en los mecanismos de coagulacion es el trimero A3-C1-C2 donde A: es vital para su

funcién (76-79).

HOMOLOGIA CON OTRAS PROTEINAS

El FVIII comparte homologia a nivel estructural y funcional con el
Factor V ya que ambos son cofactores para serin-proteasas que se ensamblan en la
superficie de fosfolipidos para activar a zimégenos vitamina K dependientes, (80-
83). Ambos tienen un dominio A por triplicado y un dominio B altamente glicosi-
lado que separa los dominios Az y As Existen también sitios de unién para fosfoli-
pidos se ubican en los dominios C duplicados. A diferencia del FVIII, el FV no po-
see segmentos acidos entre los dominios Al y A2 o en la region N-terminal de el
dominio A3 (84). La Proteina C Activada (PCA) que es el inhibidor natural de am-

bos cofactores tienen sitio de reconocimiento comun en estas proteinas para el
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FVIII se ubica en la cadena ligera en los residuos 2,009-2,018 y en el FV en la cade-

na ligera en los residuos 1,865-1,874 (85).

También presentan homologia estructural con la ceruloplamina
(proteina plasmatica unidora de iones cobre), ambas presentan un dominio A por
triplicado con homologia interna de aproximadamente un 30% (81,86-88), y con las
Lectinas de la discoidina del Dictyostelium spp que con la que comparte 20% en el

dominio C (89-91).

SITIOS DE PRODUCCION Y TIEMPO DE CLARIFICA-
CION

Durante muchos afios el definir el tipo celular donde se sintetizaba el
FVIII era un misterio biolégico, fueron los estudios de transplante de 6rganos en
perros hemofilicos los que dilucidaron la ubicacién de sintesis tentativa en el higa-
do (92-94). También se demostré mediante el uso de cultivo de tejidos que el FVIII
se sintetizaba en células endoteliales (95). En 1984 se realiz6 con éxito el primer
transplante de higado en un hemofilico con éxito, posteriormente presenté niveles
de actividad del FVIII en rangos normales (96). La comprobacién molecular con
hibridacién “in situ” demostraron que el higado, bazo, nodos linfaticos, pancreas,
musculo, corazon fetal, placenta y rifion contenian mRNA del FVIII, asi como la
ausencia de este mensajero en linfocitos, timo, médula 6sea, pulmén y cerebro fe-
tal, y en algunas lineas celulares en cultivo como son las HepG2 de hepatocitos y
las células endoteliales de vena de cordén umbilical (97,98). Estudios concomitan-
tes con el uso de microscopia electrénica, métodos inmunoquimicos y el segui-

miento de los RNAm mostraron que son los hepatocitos los responsables de la sin-

tesis (99-101).
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Se ha observado que cuando se aplica en hemofilicos éste tiene un
tiempo de clarificacién de aproximadamente 12 horas, en tanto que al administrar-

se en individuos normales la vida media fue de 2.4 hrs (102,103).

INTERACCIONES DEL FVIII

A).- CON CATIONES DIVALENTES:

En la década de los 80s se dio a conocer que los quelantes fuertes co-
mo el EDTA inactivan rapida e irreversiblemente al FVIII de origen porcino, hu-
mano y recombinante (104-107) asi como la recuperacion de actividad posterior a
la reposicion de cationes siendo mas efectivo con el Mn?* seguido por el Ca?* y
Co?. Se han postulado varias teorias acerca de la naturaleza y sitio de interaccion
del catién con el FVIII, mencionando que el catién puede inducir un cambio con-
formacional inducido por el catién el cual favorece la unién de la cadena pesada y
ligera o un puente directo no covalente por el ién divalente entre las subunidades
A1-A2 y el complejo A3-C1C2 a través de sitos de unién localizadas en Al y A3
(108).

B).- CON EL FACTOR von WILLEBRAND (FvyW):

Se ha demostrado que el FVIII/FvW circula en plasma como un
complejo no covalente que puede disociarse con agentes reductores o con amorti-
guadores de alta fuerza iénica (53,109). Asi mismo se caracterizé al FvW como una
glicoproteina multimérica que evita la proteolisis del FVIII (110). EI sitio de unién
del FVIII se ubica en la region amino terminal de la cadena ligera de 80 kD (A3-
C1C2) en los residuos 1,670-1,684 (111). Mediante mutagénesis dirigida se genera-
ron 3 moléculas de FVIII recombinante con una deleciéon del dominio B ubicado en
las posiciones 741-1,648; 741-1,668 y 741-1,689. En la primera y segunda proteina
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recombinante la interaccién con el FvW no se vio afectada, en tanto que en el tercer
recombinante la interaccion se perdié completamente, con lo que se corroboran los
datos obtenidos mediante anticuerpos monoclonales. Asi las Tyr166* y principal-
mente Tyr168 parecen estar directamente involucradas en la interaccion con FvW

(112).

C).- CON FOSFOLIPIDOS:

El complejo tenaza estd constituido por el FVIIla, FIXa, FX, Ca?* y
fosfolipidos, donde las tres proteinas estan enlazadas al fosfolipido por receptores
que se expresan en plaquetas activadas. Experimentos de inhibicién por compe-
tencia entre anticuerpos policlonales o aloanticuerpos dirigidos contra la cadena
ligera del FVIII (dominios A3-C1-C2) y fosfolipidos plaquetarios, demostré que el
sitio de reconocimiento para fosfolipidos se ubica en esta region (113,114). Eviden-
cias obtenidas posteriormente, confirmaron esta concepcion al utilizar péptidos
sintéticos que contienen los residuos entre 2,302 y 2,332 del FVIII en aproximada-
mente un 90% la interaccién de fosfolipidos plaquetarios con el FVIII (115). En pa-
cientes hemofilicos se detect6 la presencia de mutaciones puntuales en el dominio

C que se reflejan en las interacciones entre FVIII/Fosfolipidos (116).

PROCESOS DE ACTIVACION E INACTIVACION DEL FVIII

La interaccion del FVIII con diferentes serin-proteasas como la
Trombina, el FXa, el FIXa y a la proteina C activada (APC) que modulan su activi-
dad mediante proteolisis limitada han sido ampliamente estudiadas. Los primeros
estudios de activacién demuestran que la activacién del FVIII por la Trombina en
fase solida va disminuyendo conforme se retira la enzima activadora, ésto se rela-
cionada con un proceso de protedlisis. Estudios colaterales de Western blott y la

secuenciacion de aminodcidos corroboraron la formacién de una especie estable
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FVIlla a pH 6.6 que decae rapidamente en presencia de EDTA que es concomitan-
temente con la desaparicién de los polipéptidos de alto peso molecular como son el
A1-A2-B de 210 kDs y de el fragmento A1-A2 de 90 kDs. Se establece que el primer
sitio de corte por la Trombina es en el lado carboxi terminal del FVIII en el residuo
Arg70 y Arglo®® que genera el polipéptido A3-C1C2 y elimina el sitio de unién de
la proteina de FvW, un segundo corte en la posicién 372 de la cadena de 90 kDs

genera dos fragmentos conocido como Aly A2 ( 53,65,67,79,109,117).

El FXa actia sobre el FVIII en presencia de la Proteina C Activada
(PCA) incrementando su actividad en 30 veces. Se sugiere un mecanismo de re-
troalimentacién en el cual pequefias cantidades de FXa generado por la accién del
FIXa sobre el FX, provoca la activacién y subsecuente inactivacién del FVIII en
funcién del proceso de digestién, resultados similares se obtienen por accién de la
Trombina. Las posiciones afectadas son en los residuos 372, 740 y 1,689 generando
los péptidos A1, A2 y A3-C1C2. Un segundo ataque enzimatico se ha detectado en
las posiciones 1,721 y 336 el primero genera un fragmento de 67 kDs del segmento
A3-C1C2 y el segundo se detecté en el dominio Al, estos cortes ocurren después
de la méxima activacioén del cofactor, lo que se asocia con la pérdida de actividad

procoagulante (118-120).

Los procesos de inactivacion del FVIII se dan por combinacién de dos
cortes el primero en la posicién 372 y el segundo se produce en el dominio Al en la
posicion 336, este ultimo al igual que la generacién de diferentes productos de de-
gradacién del dominio A2 en la posicion Arg32-Gly®¢® son mediados por la PCA,
cabe destacar que entre otra de sus funciones esté la de inactivar a la forma FVIIla

que es generada por la trombina (53,119,121,122).

Mediante el empleo de FVIII mutante, obtenido de pacientes hemofi-
licos y el uso de mutagénesis dirigida se ha podido establecer con claridad diversos
eventos en los procesos de activacién e inactivacién de esta proteina como son: a)

aquellos mutantes que presentan sustitucién de Arg7#0 y Arg!648 son resistentes al
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corte en estos sitios pero activados posterior al corte de la trombina en las posicio-
nes 372 y 1,689; b) la eliminacién del dominio B del fragmento B-A1A2 no es im-
portante para la activacién, como sucede con la variante FVIII des 789-1,562 que
retiene s6lo 142 de los 909 residuos de aminoécidos de el dominio B; c) la substitu-
cion de Arg?2 o Arg'®® por Ile no sufren activacién por accién de la trombina;
d).detecciéon de moléculas disfuncionales obtenidas de pacientes hemofilicos mo-
derados presentan resistencia al corte con Trombina por la sustituciéon de Arg372

por Cys o Arg!%% por Cys (120,123-125) .

DEFECTOS GENETICOS EN HEMOFILIA

Fenotipicamente, los pacientes con hemofilia son deficientes de factor
VIII, esta deficiencia presenta un alto grado de variabilidad con niveles que oscilan
de <1% hasta el 60%. La heterogeneidad en el fenotipo puede ser medida no sélo
en términos de severidad clinica sino también por la presencia o ausencia de inhi-
bidores del FVIII administrado terapéuticamente. Esto se demostré en algunos pa-
cientes estudiados en los que se observé actividad antigénica pero no coagulante
del FVIII, a ellos se les denomina pacientes con material de reaccién cruzada posi-
tiva (CRM+). Esto establece un intento de clasificacién acorde a el fenotipo expre-
sado en los pacientes. Los primeros casos se describen en el estudio de reacciones
de inhibicién por anticuerpos contra FVIII en estudios cualitativos e inmunorra-
diométricos (IRMA) en los que se cuantificé la concentracién de FVIII:Ag en los
plasmas de 43 pacientes hemofilicos demostrdndose que en 18 de éstos se presen-
taba el CRM+ con niveles que variaban desde 2.3 hasta 23% de VIII:Ag ante cuatro
diferentes anticuerpos (126-128). En base a estos datos se establecieron tres grupos
de pacientes: el primero corresponde a aquellos casos que expresan cantidades
minimas de una molécula cualitativamente anormal y que se identifica mediante el
uso de anticuerpos; el segundo son los que expresan también un molécula anormal

que no es reconocida por los anticuerpos y el dltimo es aquel en la cual el defecto
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impide la expresién o secrecion del FVIIL En 1985 se describi6 la ubicacion del epi-
tope sobre el que se dirigen los aloanticuerpos usados en la clasificacién de CRM,
correspondiendo a la cadena ligera de 69,000 KDs que se deriva del dominio C
(129). El primer gran compendio que abarcé més de 500 pacientes con diagndstico
de hemofilia estaban analizados mediante técnicas de DNA recombinante a fin de
establecer las causas de la deficiencia del FVIII fue realizado en julio de 1988, se
report6 que en 26 pacientes el defecto involucré una mutacién puntual que genera
un codén de terminacion que provoca la sintesis de un molécula mas corta y afun-
cional. En otros 20 pacientes no relacionados entre si se demostré la delecion de
parte del gen del FVIII, casi en todos ellos se manifest6 esta deficiencia como una
hemofilia severa. En el resto de los pacientes las mutaciones no se caracterizaron
con las sondas genéticas disponibles en ese momento y la mayoria quedé ubicada

en mutaciones puntuales y deleciones pequefias (129-140).

En la ultima década, con el desarrollo de diferentes metodologias en
el drea de la Biologia Molecular se ha dado un gran salto en la deteccién y el esta-
blecimiento de las mutaciones responsables de la enfermedad. Las alteraciones en
este gen se engloban en dos grandes grupos: grandes mutaciones que abarcan de-
leciones, inserciones y duplicaciones y pequefias mutaciones en las que encontra-
mos mutaciones puntuales que conducen a alteraciones en el marco de lectura,
sustitucion de un aminoécido por otro, mutacién sin sentido, alteracion en el pro-
cesamiento del RNAm, pequefias deleciones e inserciones y las mutaciones en las

regiones reguladoras (141).
Deleciones:

A la fecha se han descrito aproximadamente 60 deleciones totales o parciales
(tabla 2), con una variacién amplia en tamario, todas ellas a excepcion de tres se
traducen en un fenotipo severo y que posterior a la terapia substitutiva con protei-
na recombinante o natural condicionan la aparicion de inhibidores por la ausencia

de regiones inmunodominantes con un riesgo 5 veces mayor que otros fenotipos
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severos en los que no se involucren este tipo de deleciones. Dos de las tres excep-
ciones involucran al exén 22 y presentan un fenotipo moderado, el tercer caso con
un fenotipo similar tiene una delecién que involucra al exén 23 y 24. La frecuencia
de estas mutaciones es baja ya que en estudios que abarcan 1,386 pacientes hemo-
filicos s6lo se han detectado 34 (2.5%) (140-142). Hasta el momento no se han re-

portado la presencia de “puntos calientes” en el gen FVIIL
Inserciones:

Se han reportado dos casos que involucran la insercién de secuencias de DNA ex-
trafias al FVIII, en ambos casos son elementos de alta repeticién conocidos como
LINE (L1) (tabla 3). Estas estan presentes en 10,000 copias de oligonucleotidos que
abarcan aproximadamente el 5%, de los cuales 3,000 se consideran como elementos
transponibles, sélo unos cuantos de ellos son elementos retrotransponibles, esto es,
se produce un nueva inserciéon mediada por el RNA y es mediante una transcrip-
ciéon reversa en DNA que se reinsertan en otro sitio gendmico (elementos moviles).
En ambos casos se traduce como hemofilia severa, el lugar de insercion se localiza
en diferentes regiones del exén 14, se postula que ocurre como un mutacién “de
novo” abarcando dos tercios de la region 3” de elementos L1 en los que se presume
la posibilidad de que sean resultado de una retrotransposicién de un elemento ac-
tivo localizado en el cromosoma 22 (51,143). Se considera que la frecuencia de esta
mutacién es muy baja ya que no se encontraron inserciones de este tipo en un es-

tudio posterior que incluyé a 800 pacientes (144).

Duplicaciones:

Se han descrito dos tipos de duplicaciones, la primera es la mas importante, origi-
na el 40% aproximadamente de los pacientes con un fenotipo severo, el tamafio es
variable y se localiza en el intron 22. Este sitio es considerado como un “punto ca-

liente” (145-147). La segunda duplicacién se ubico en el ex6n 13 y genera un feno-

tipo moderado.
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Mutaciones Puntuales:

Cerca del 95% de las mutaciones reportadas en la regién codificable del FVIII son
mutaciones puntuales, a la fecha se han reportado 80 diferentes y consisten en sus-
titucién, delecién e inserciones de un pequefio nimero de nucle6tidos. De las dife-
rentes mutaciones caracterizadas hasta ahora 27 son mutaciones que generan co-
dones de terminacién y conducen a un cuadro clinico severo y 47 se caracterizan
por la sustitucién de un aminoécido por otro, 29 de ellas se expresan como un fe-
notipo moderado y 18 como leve. Se ha observado que una misma mutacién en el
FVIII puede conducir a diferentes grados de severidad del cuadro clinico. Por
ejemplo, un paciente que presenta una transicion de pirimidinas (C—T) en el co-
doén 1,689 manifesté un fenotipo severo, en tanto que otros dos pacientes con el
mismo defecto presentaron un cuadro clinico moderado; otro ejemplo es la transi-
cién de purinas (G—A) en el codén 2,209 que caus6 un fenotipo severo en un pa-
ciente mientras que en otro el cuadro clinico fue moderado, en estudios la misma
mutacion fue reportada y presenta un fenotipo severo y en otro un fenotipo mode-
rado como es el caso de la transversion (G—T) en el codén 2,307. Otros ejemplos
son las mutaciones individuales localizadas en los codones 162 y 372 con un cam-
bio de Arg—His; en el 2,159 y 2,307 con cambio de Arg—Gln que conducen a fe-
notipos moderado o leves y la sustitucion en el codon 326 de una Val->Leu que se
asocia a fenotipos severos o moderados. Dos explicaciones se dan a estos hechos: la
primera se enfoca en la posibilidad de la existencia de un segundo sitio de muta-
cion/polimorfismo no detectado, la segunda esta en funcién de la habilidad del

técnico para determinar la actividad residual del FVIII (144,149).

La mayoria de mutaciones puntuales reportadas se localizan en los
exones 8, 11, 14, 18, 23, 24 y 26 (tabla 4), ésto es debido a que entre el ex6n 14 y 26
se comprende aproximadamente el 55% de la longitud total del RNAm del FVIII,
en otros exones a pesar de su tamafio comparativamente menor como son el 7, 11,

12 y 16 presentan un nimero elevado de mutaciones (150,151). El 38% de las mu-
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taciones puntuales se presenta en las islas CpG con transiciones de C—»T 0 G —A,
este islote se caracteriza por su grado de hipermutabilidad como consecuencia de
la metilacion mediada por la desaminacién de la 5-metil citocina. Mutaciones recu-
rrentes se ubican en 16 sitios diferentes: codones 282; 336; 372; 372; 527; 1,689;
1,941; 2,116; 2,147; 2,150; 2,159; 2,209; 2,209; 2,228; 2,307 y 2,307, asi como 4 sitios
con mutaciones multiples: codones 531, 593, 704 y 1,997 (144).

Aproximadamente el 5% de los pacientes hemofilicos presentan un
exceso de FVII:Ag en relacion al FVIIL:C, estos casos son denominados como
CRM+, se han asociado a mutaciones que interfieren con la estabilidad de la pro-
teina coagulante como puede ser en los residuos de Arg®?2, Argl68% Arg2209, Tyr1680,
involucrados ya sea en sitios de corte para la Trombina, sitios que son sulfatados y
son criticos en la unién con el FvW, aquellos que interfieren con el plegamiento de
la proteina porque la sustitucién se da en nucleos hidrofébicos o interferencia en

alguno de los pasos de la ruta de modificacién post-traduccional (114,152-158).

Mutaciones que afectan el procesamiento del RNAm:

En varios estudios realizados de transcripcién “ectépica” en linfocitos humanos, se
ha puesto de manifiesto algunos mecanismos de procesamiento aberrante en el
RNAm del gen del FVIII como consecuencia de mutaciones que afectan diferentes
puntos en las secuencias consenso, como son: mutacion en el dinucleétido GT de la
region donadora o en el dinucleétido AG en la regién aceptora (en el intron 5:
AG—-GG y en el intron 6: AG—->AC) en ambos casos se genera un fenotipo severo.
Una segunda variante es la mutacién dentro de las secuencias consenso de la unién
intron-exén en la regioén del donador (Gly2%; Leu!3 & GIn5%%) y en la regién del
aceptor que se expresan como fenotipos moderado/leves. La tercer variante re-
portada es la creacién de una regién donadora o aceptora “de novo” o criptica

como el caso detectado en el exén 4 y en el ex6n 11, ambos con fenotipos leves.

De las mutaciones en la regién en el extremo 5° sélo se ha reportado

un caso que afecta una extensién de 1 kb, se considera que es baja la incidencia ya
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en los estudios de Higuchi en 1992 y de Gitscher en el mismo afio no lograron de-
tectar un solo caso de cambio de alguna de las bases que constituyen esta region
que comprende 528 pb en una poblacién que abarcé 127 y 100 hemofilicos respec-

tivamente.

Deleciones pequeiias:

Se han reportado un total de 8 deleciones (tabla 5) con rangos de 1-23 pb, 6 de ellas
manifiestan un fenotipo severo que es causado por la terminacién prematura en la
traduccién, dos de ellas se presentan en la secuencia TGAAGA que abarca los re-
siduos 340-341 que son similares a las secuencias consenso (TGA/GA/GG/TA/C)

que se han marcado como un “punto caliente” para deleciones (150,159,160).

Pequenas Inserciones:

Son cuatro las inserciones reportadas (tabla 6), todas ellas generan una terminacién

prematura en la traduccién del gen del FVIII (161).

Mutaciones “de novo”:

En el pasado, al contar sélo con los ensayos de coagulacién y la de-
terminacion de la fraccion antigénica ha sido dificil establecer con certeza el origen
preciso de una mutacion en hemofilia asi como la deteccién de portadoras (162-

164).

La determinacién de niamero de casos de hemofilia A que son gene-
rados por una mutacién “de novo” es importante para establecer el riesgo de la
descendencia masculina. En familias con un hemofilico esporddico donde la muta-
cién “de novo” puede probarse, se establece que el riesgo de subsecuente naci-
miento es aproximadamente igual al de la poblacién general. Haldane en 1935
asume que, para que una enfermedad se mantenga en la poblacién, la pérdida de
alelos enfermos debido a seleccion natural no debe exceder a los ganados por nue-
vas mutaciones. En especial en las enfermedades letales ligadas al cromosoma X,

la tasa de mutaciones en hombres y mujeres debe ser igual, esto es, la proporcién a
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la que deba ocurrir una mutacién “de novo” debe ser de un tercio (30%), como
ejemplo es el de la hemofilia A. En estudios realizados a fin de determinar la pro-
porcion de casos que son esporadicos, se abarcaron 949 y 246 familias establecién-
dose una frecuencia de 0.164 y 0.120 respectivamente para casos clasificados como
esporadicos o “de novo” (165); sin embargo, es de resaltar que en estos estudios
uno de los grandes problemas fue el de establecer la diferencia entre una mutacién
“de novo” y una mutacién transmitida en forma matrilineal a generaciones pre-
vias, intentando resolver este problema se aplicaron calculos matematicos en los
que se involucraba un andlisis de discriminacién lineal y de probabilidades “a
priori” de los antecedentes heredofamiliares de 21 madres reportadas como muta-
ciones “de novo” se sugiri6é que sélo el 76% eran portadoras y que el 24% restante

correspondian a mutaciones “de novo” (166).

ANALISIS DE LIGAMENTO

Un gran impacto en el estudio de las enfermedades genéticas de ca-
racter dominante como recesivo es sin duda la deteccién de portadoras y la im-
plementacién del diagnoéstico prenatal con el apoyo de la Biologia Molecular. En la
practica, son dos metodologias que se han empleado en el rastreo de un gen defec-
tuoso en una familia a fin de poder establecer el carédcter de portadora o sana y las
condiciones para el uso del diagnoéstico prenatal. El primero se conoce como mé-
todo directo, consiste en la identificacién de las mutaciones en los pacientes, segui-
do por un anélisis de todos los miembros de la familia en riesgo. El segundo pro-
cedimiento es un método indirecto que utiliza el andlisis de polimorfismos en el
DNA que permiten seguir la segregacion de los cromosomas en una familia. Estos
polimorfismos pueden ser utilizados como marcadores génicos cuando estan cer-

canos al gen o son intragénicos, esto se conoce también como Andlisis de ligamen-

to (167).

Los polimorfismos, por definicién, son variaciones en las secuencias

del DNA, las cuales no tienen un efecto visible en la expresién del gen o genes en
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los que se ubican, estan presentes con una frecuencia mayor del 1% en la poblacion
normal. Generalmente se localizan en secuencias extragénicas o en intrones y
cuando llegan a incidir en exones, generalmente son transiciones o transversiones
en la tercera posicion de un codén, por lo que la mutacién no necesariamente
cambia al aminoéacido en cuestidén, o se manifiesta como una mutacidon silenciosa
que no afectara la funcién de la proteina expresada. La mayoria de los polimorfis-
mos afectan un sélo nucleétido, este cambio crea o elimina un sitio de reconoci-
miento para una enzima de restriccion alterando los patrones de digestién del
DNA, lo que puede ser facilmente detectado por métodos electroforéticos y se co-
noce como Fragmentos de Restriccion de Longitud Polimérfica (Restriction Frag-
ment Length Polymorphism o RFLP). En aquellos que no se ve afectado el sitio de
reconocimiento pueden ser detectados usando sondas oligonucleétido-especificas
denominadas ASO (allele-specific oligonucleotides). Un segundo tipo de polimor-
fismo que depende de la extension fisica del Ntumero Variable de Repeticiones en
Tandem (VNRT: variable numer tandem repeats) que abarca una longitud cuya
repeticién puede ser desde una base hasta 50 o mas. Las secuencias VNTR pueden
ser facilmente analizadas por amplificaciéon con PCR dando un marcador polimoér-

fico de gran utilidad (168-175).

En la hemofilia A los polimorfismos que se han detectado y que son
de utilidad para diagnéstico son nueve (tabla 6 y 7): siete de ellos son RFLPs, uno
es un dinucleétido de repeticién (VNRT) y otra es una secuencia polimérfica que

puede ser detectada por el uso de ASO (141,176-180).

La versatilidad que se le ha dado al uso de los polimorfismos abarca
desde las sondas de enlace en las que su ubicacién estd muy cercana a la region del
gen de interés que presenta el defecto, cabe destacar que cuando el marcador es
intragénico existe un baja probabilidad de (181,182). Otras aplicaciones son la de-
terminacién de la frecuencia alélica, en los casos de herencia relacionada al cromo-

soma X establece que las mujeres son potencialmente informativas cuando son
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heterocigotas (los alelos de cada par de genes son diferentes) y su frecuencia de
heterocigocidad depende de la frecuencia alélica en la poblacion en general, con
ayuda de el andlisis de RFLPs donde sélo dos alelos estan presentes en funcion de
la presencia (2 6 + ) o ausencia ( 1 6 - ) del sitio de corte para la enzima de restric-
cién. La frecuencia maxima de heterocigocidad debe ser del 50% siempre y cuando
ambos alelos ocurran con la misma frecuencia dentro de la poblacién. Cuando el
analisis inicial arroja resultados de no informativas, se busca un segundo RFLP en
el cual esta familia sea informativa, se logra seleccionando polimorfismos que es-
tan fisicamente cercanos o dentro de un mismo gen como resultado de un desequi-
librio de enlace o de una asociacién alélica no al azar. Con los resultados obtenidos
de la deteccién de polimorfismos y la frecuencia alélica se puede establecer su fre-

cuencia en los diferentes grupos étnicos.
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TABLA 2

DELECIONES
Exones Tamafio [FVIIL.C] Fenotipo Inhibidores  Reportada por
deletados (Kb) (%)
1-26 >210 ? Severo No Casarino, 1986
1-26 >210 ? Severo Si Casula, 1990
1-6 >55 <1 Severo Si Millar, 1990
1-5 >35 <1 Severo No Huguchi, 1990
1 >2 <1 Severo No Youssoufian, 1988
1 >1 <1 Severo No Millar, 1990
1 ? ? Severo ? Higuchi, 1991
Intron 1 7 ? Severo No Levinson,1990
2-3 9-12 <1 Severo No Youssoufian, 1988
3-13 60 <1 Severo Si Youssoufian, 1988
3-5 11.7 <1 Severo No Millar, 1990
3 1.7-2.0 <1 Severo No Higuchi, 1988

28




4-25 133 - 145 <1 Severo No Youssoufian, 1988
5-13 57 <1 Severo Si Millar, 1990

5,6 ? ? Severo ? Gitschier, 1988

56 25-10 ? Severo Si Levinson, 1990

5 2 ? Severo No Brocker-Vriends, 1990
566 2 ? Severo ? Broécker-Vriends, 1988
6 10 ? Severo No Levinson, 1990

6 7 <1 Severo No Youssoufian, 1987

6 3-6 ? Severo No Levinson, 1990

7-22 110 ? Severo Si Casula, 1990

7-14 40 - 56 <1 Severo No Youssuofian, 1988
7-9 15-20 <1 Severo Si Higuchi, 1988

11-22 60 ? Severo Si Antorakis, 1985
14-22 >36 ? Severo Si Nafa, 1990

14-22 ? ? Severo Si Lillicrap, 1992

14 - 21 50 <1 Severo Si Millar, 1990

14 12-16 ? Severo Si Higuchi. 1989

14 6 <1 Severo Si Mikami, 1988
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14 23-3.0 <1 Severo No Higuchi, 1989

14 25 <1 Severo No Youssoufian, 1987
14 25 ? Severo ? Woods-Samuels, 1991
15-21 ? ? Severo ? Higuchi, 1991

15- 18 13 ? Severo Si Camerino, 1986
15 ? ? Severo ? Antorakis, 1992
17-19 ? ? Severo No Wehnert, 1989
18,19 ? ? Severo ? Grover, 1987
19-21 4.7 <1 Severo Si Millar, 1990

22 55 2.5 Moderado No Youssoufian, 1987
Intron 22 ? ? Severo No Wehnert, 1989
Intron 22 ? ? Moderado No Wehnert, 1989

23- 26 ? ? Severo Si Din, 1989

23- 26 ? ? Severo Si Lavergne, 1992
23- 25 >16 <1 Severo No Youssoufian, 1987
23-25 39 <1 Severo Si Gitschier, 1985
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23-24 ? ? Moderado No Lavergne, 1992
24-25 >34 <1 Severo No Youssoufian, 1987
26 22 <1 Severo No Gitschier, 1985

26 >18 <1 Severo No Higuchi, 1989

26 14 <1 Severo No Youssoufian, 1988
26 8.7 ? Severo ? Bernardi, 1987

26 >2 ? Severo No Nafa, 1990

26 >2 ? Severo No Youssoufian, 1987
26 >2 ? Severo ? Bernardi, 1989

26 ? ? Severo ? Antorakis, 1992
26 ? ? Severo No Lavergne, 1992
26 ? ? Severo No Lavergne, 1992
26 ? ? Severo No Lavergne, 1992

31




TABLA 3

INSERCIONES
Ex6n Naturaleza de la Insercion Fenotipo Reportada por
14 Elementos LINE (3.8Kb) Severo Kazazian, 1988
14 Elementos LINE (2.1Kb) Severo Kazazian, 1988
TABLA 4
MUTACIONES PUNTUALES
Ex6n/ Codon  Cambio de nucles- Cambio de [FVIIL.C]  Fenotipo Presencia  Reportado por
Intron tido codon (%) Inhibidor
E1l -5 CGA- TGA Arg—Term. <1 Severo No Pattinson, 1990
E:1 11 GAA —-GTA Glu—Val ? Leve No Gitschier, 1992
12 - CGA-TGA - <1 Severo No Gitschier, 1985
E:2 89 AAG—-ACG Lys—Thr ? Leve ? Higuchi, 1991
E:3 91 ATG -GTG Met—Val ? Leve ? Higuchi, 1991
E:4 162 GTG -ATG Val->Met 8/5 Moderado No Gitschier, 1992
E:4 166 AAA 5ACA Lys—>Thr 19 Leve ? Higuchi, 1991
E:4 170 TCA— TTA Ser—Leu 35 Moderado No Chan, 1989
1.4 - CGA -CAA - 5-10 Leve No Youssoufian,1988
E:5 205 G/gt..ag/GG— T/ Gly—Thr 32 Moderado ? Higuchi, 1991
L5 - ag/—> gg/ - <1 Severo No Naylor, 1991
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L6

E:7

E.7

E:7

E7

E7

E7

E:8

E:8

E:8

E:8

E:8

E:9

E:9

E9

E:10

E:10

E:10

E:11

E11

E11

E:11

E:11

E:11

E:11

E:11

E:12

E:12

255

266

272

282

293

295

326

326

336

372

372

412

425

427

473

473

479

504

527

527

531

531

535

542

565

566

577

ag/— ac/
TGG— TGA
GTG -GGG
GAA -»GGA
CGC— CAC
TTC -»>TCC
ACT—- GCT
GTA— CTA
GTA —»CTA
CGA—- TGA
CGC »TGC
CGC »CAC
TTG »TIT
AAA -5>AGA
CGA— TGA
TAT— CAT
TAT- TGT
GGA -AGA
CTG -»CTT
CGG -»TGG

CGG >TGG

CGC >TGC
CGC »GGC

ACT ->GGT

GAT ->GGT
CA/gt—> AAG/gt
ATA -5ACA

TCT -»CCT

Trp—>Term
Val-Gly
Glu—Gly
Arg—His
Phe—Ser
Thr—Ala
Val>Leu
Val-Leu

Arg—Term
Arg—Cys
Arg—His
Leu—Phe
Lys—>Arg

Arg—>Term
Tyr—>His
Tyr->Cys
Gly—Arg
Leu—Leu
Arg—Trp

Arg—Trp

Arg—Cys
Arg—Gly

Ser—Gly

Asp—>Gly
Gln—Lys
lle—>Thr

Ser—Pro

27/35

14.5-18

6.7/42
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10.5

<1

9.2

<1

Severo

Severo

Leve

Moderado

Severo

Leve

Leve

Severo

Moderado

Severo

Moderado

Leve

Leve

Severo

Severo

Leve

Moderado

Moderado

Leve

Leve

Leve

Leve

Severo

Moderado

Severo

? Antorakis, 1992
? Antorakis, 1992
? Higuchi, 1991

No Youssoufian,1988

? Higuchi, 1991
? Higuchi, 1991
? Higuchi, 1991
No Kogan, 1990
? Higuchi, 1990
No Gitscher, 1988
No Shima, 1989
No Arai, 1989
? Higuchi, 1991
? Higuchi, 1991
No Pattinson, 1990
? Higuchi, 1991
? Higuchi, 1991
No Naylor, 1993
? Antonarakis, 1992
? Higuchi, 1991
? Antonarakis,
1992
? Higuchi, 1991
? Higuchi, 1991
? Antonarakis,
1992
? Higuchi, 1991
? Higuchi, 1991
? Hoyer, 1991
? Antonarakis,
1992
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E:18

E:18

E:19

E:22

E:22

E:22

E:22

E:23

E:23

E:23

E:23

E:23

E:24

E:24

E:24

E:24

E:24

E:25

1:25

E:26

E:26

E:26

E:26

E:26

E:26

E:26

1941

1941

1997

2101

2116

2116

2119

2147

2150

2159

2163

2166

2209

2209

2209

2209

2209

2229

2300

2304

2307

2307

2307

2307

2307

CGA-TGA

CGA-»CAA

CGG-TGG

ITT->TTG

CGA->TGA

CGA-»CCA

TCC-»TAC

CGA-»TGA

CGT—-CAT

CGC-TGC

CGC—-CAC

GTT-»>GCT

CGA-CTA

CGA-TGA

CGA—-»CAA

CGA—»CAA

CGA-»CAA

TGG-TGT

CAA—->CGA

CCG—->CTG

CGCHTGC

CGA->TGA

CGA->CTA

CGA-»CTA

CGA->CAA

CGA—->CAA

Arg—>Term <1
Arg—GIn 5
Arg—>Trp 3.4/26
Phe—Leu 11

Arg—Term <1
Arg—Pro <1
Ser—>Tyr 5-8
Arg—Term <1
Arg—His 5-7
Arg—Cys 7.4-12
Arg—His ?
Leu—Ser <1
Arg—Leu 3
Arg—Term 0
Arg—>Gln <1
Arg—GIn 2-5
Arg—GIn 7
Trp—Cys 3

- <1
Pro—Leu 7.5
Arg—Cys ?

Arg—->Term 0

Arg—leu 2

Argleu <1
Arg—GIn 10
Arg->GIn 2

Severo

Moderado

Moderado

Leve

Severo

Severo

Leve

Severo

Leve

Leve

Moderado

Severo

Moderado

Severo

Severo

Moderado

Leve

Moderado

Severo

Leve

Leve

Severo

Moderado

Severo

Leve

Moderado

No (2),

No (2)si(3)
?

No

Si
Si

No

Youssouian,1986
Levinson, 1990
Higuchi, 1991
Higuchi, 1991

Youssoufian,1986
Levinson, 1987
Higuchi, 1991
Levinson, 1987
Higuchi, 1991
Gitschier, 1992

Antonarakis,
1992

Levinson, 1990
Millar, 1991
Gitschier, 1985
Bernardi, 1988
Levinson, 1990
Schwaab, 1992
Naylor, 1991
Gitschier, 1985
Higuchi, 1991
Higuchi, 1991
Gitschier, 1985
Inaba, 1989
Schwaab, 1992
Gitschier, 1986

Casula, 1990
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TABLAS

PEQUENAS DELECIONES
Ex6n/Intron Codon Tamairio de Fenotipo [FVIIL:C] Inhibidores Reportado por
delecién (pb) (%)

Intron 3 104-111 23 Severo ? ? Higuchi, 1991
Exén 8 340-341 4 (AATG) Severo ? No Kogan, 1988
Ex6n 8 341 2(GA) Severo ? ? Antonarakis, 1992
Exo6n 14 1212 1(Q) Severo ? No Naylor, 1993
Ex6n 14 1439 1(A) Severo ? ? Antonarakis, 1992
Exén 14 1535-6 2 (GA) Severo ? ? Higuchi, 1991
Exén 23 2136 2(AA) Severo ? ? Antonarakis, 1992
Exo6n 26 2204-5 3(CTC) Moderado ? ? Antonarakis, 1992
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TABLA 6

PEQUENAS INSERCIONES
Ex6n Naturaleza de Fenotipo Reportada por
Insercién
11 1pb (G en codén 513) Severo Antonarakis, 1992
14 1pb (TCA—>TCAA en codén 1395) Severo Higuchi, 1991
14 1pb (A enregi6n de 8A en el codén 1439) Severo Higuchi, 1991
17 1pb (A en regién de 4A en cod6n 1888) Severo Higuchi, 1991
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TABLA 7
POLIMORFISMO DE DNA DEL FVIII: DETECCION BASADA

EN SOUTHERN BLOT
Locus Tipo Enzima de Res- Alelo (kb) Sonda en Sou- Reportado por
triccion -/ + thern blot
Intron 18 RFLP Bcl-I 11/ 08 pl14.12 Gitschier, 1985
Intron 22 RFLP Xba-I 62 / 4.8(14) p482.6 Wion, 1988
Ex6n 26 (3°) RFLP Bgl-I 20/ 5 Sonda C Antonarakis,
1985
Intron 19 RFLP Hind-IIT 27 [/ 26 F8el6/19 Ahrens, 1987
Regi6n 3 RFLP Msp-1 75 [/ 4.3+32 p625.3 Youssoufian, 1987
Intron 22 RFLP Msp-1 40 / 38 Sonda B Inaba, 1990
Region 5 RFLP Taqg-I 95 / 4.0 p701.1 Kenwick, 1991
Intron 13 VNRT repeticiones de - - Lalloz, 1991
(CA)n
Intron 7 Secuencia poli- - - ASO Kogan, 1988

moérfica
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TABLA 8

POLIMORFISMOS DE DNA DEL FVIII: ANALISIS BASADO EN PCR

SITIO  POLIMOR- PRIMER FRAGMENTO REPORTADO
FISMOS CEBADOR / POR
DIGESTION
INT: 18 Bcl-1 5-TAAAAGCTTTAAATGGTCTAGGC----3" 142/ Kogan, 1987
5°- TTCGAATTCTGAAATTATCTTGTTC- 3° 99 +43
INT: 22 Xba-1 5- CACGAGCTCTCCATCTGAACATG------- 3 96 / Kogan, 1987
5-GGGCTGCAGGGGGGGGGGACAACAG-3 68 + 28
INT: 19 Hind-III 5’- GGCGAGCATCTACATGCTGGGATGAGC-3" 717 / Graham, 1990
5°- GTCCAGAAGCCATTCCCAGGGGAGTCT-3" 469 + 167 +
81
INT: 13 VNRT 5- TGCATCACTGTACATATGTATCTT -3’ 8 alelos Lalloz, 1991

5- CCAAATTACATATGAATAAGCC-- - - 3~

DXS52 VNRT 5°- GGCATGTCATCACTTCTCTCATGTT - 3° 14 alelos Richards, 1991
5- CACCACTGCCCTCACGTCACTT- - - - -- 3
INT: 7 Secuencia @000 caeaa- - Kogan, 1988
polimorfica oo
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JUSTIFICACION:

A pesar de que en nuestro pais no se cuenta con datos exactos, se
considera que la incidencia de la Hemofilia A es de 1-2 por cada 10,000 varones
nacidos vivos y se considera que 1/3 de los casos son debidos a mutaciones “de
novo”, similar a la reportada a nivel mundial. El diagndstico y seguimiento de estos
pacientes se basa en criterios clinicos y de dosificacién de la actividad coagulante
del Factor VIII, sin un diagnoéstico y tratamiento oportuno puede ser letal. Asimis-
mo, la deteccién de portadoras y el diagnéstico prenatal que se ha intentado hasta
la fecha en México se bas6 en la correlacién de la fraccion coagulante con la anti-
génica de este factor con resultados ambiguos y poca o nula aplicacién practica
(183). Considerando que en el Instituto Nacional de Pediatria se tienen captadas 80
familias de hemofilicos A, y que anualmente se reciben cerca de 20 casos nuevos,
en el laboratorio de Biologia Molecular y el de Hematologia nos proponemos de-
terminar el caracter de portadora o sana en las hermanas de los hemofilicos, para
ello se establecera inicialmente la frecuencia de heterocigotas y asi seleccionar las
estrategias mas adecuadas en la deteccién de portadoras a fin de proporcionar un

asesoramiento genético adecuado.
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OBJETIVOS:

1. Determinar el caracter de portadora o sana entre las hermanas de hemofilicos.

2. Determinar la frecuencia de heterocigotas para seleccionar la estrategia para la

deteccién de portadoras con los polimorfismo IVS 18:Bcl-1 y IVS 19:Hind-IIL

3. Determinar la frecuencia de los polimorfismo IVS 18:Bcl-I y IVS 19:Hind-III en la

poblacién bajo estudio.

4. Determinar si existe asociacion entre el tipo de polimorfismo y el cuadro clinico

de los pacientes.

5. Conocer la frecuencia de los haplotipos IVS 18Bcl-1/IVS 19:Hind-III y establecer

si existe diferencia con otros grupos étnicos.
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HIPOTESIS:

e Si el origen étnico de las poblaciones influye en la distribucién de los alelos, en-
tonces en la poblacién mexicana ésta sera diferente a la reportada.

e El grado de severidad de la Hemofilia es dependiente del tipo de polimorfismo
presente.
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MATERIAL Y METODOS:

ESTRATEGIA GENERAL

Para cumplir con los objetivos de este trabajo se capt6 una poblacion
de 58 casos indices con diagnoéstico clinico y de laboratorio de hemofilia tipo A. Se
tomé una muestra de sangre periférica de los pacientes seleccionados y de sus
familiares en primer grado y se extrajo el DNA a partir de leucocitos totales. A to-
das las muestras se les evalué la pureza, concentracion e integridad para crear un

banco de DNA.

A partir de la secuencia del gen reportada por Gitschier y cols. (66-
68), se sintetizaron las secuencias de oligonucleétidos necesarios para amplificar
los intrones 19 y 22 del gen del FVIIL La amplificaciéon por PCR se llevé acorde a
las condiciones requeridas para cada par de oligonucleétidos y al tamafio de los

productos (ver diagrama de flujo).
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DIAGRAMA DE FLUJO

Captacioén de Pacientes

U
Estudio Clinico
U

Sangre Periférica
(EDTA 0.1 %)

U

Separacién de Leucocitos

U

Extraccién de ADN
(fenol-cloroformo, cloroformo-isoamilico)

U

Integridad <«  Cuantificacion =  Banco de ADN
(agarosa 1.0%) (260 nm)

U

Sintesis de Oligo- = PCR
nucleotidos iniciadores (ADN 100 ng/ pl)
U

Caracterizacion de polimorfismos

(Patrones de restriccién)
U

Establecer caracter de portadora o sana

U

Asesoramiento Genético




L.- POBLACION SELECCIONADA:

La poblacion objetivo estuvo constituida por 197 individuos: 58 casos
indice con Hemofilia A, 8 hermanos afectados, 114 mujeres familiares de ler. grado
(55 madres y 59 hermanas) y 17 hombres sanos (15 padres y 2 hermanos) a fin de
poder establecer el analisis de segregacién. La muestra se clasificé en los siguientes
grupos:

Grupo I: Pacientes con hemofilia A dignosticados clinicamente y por

determinacién de la actividad coagulante residual del FVIIIL.

Grupo II: Portadoras obligadas, aquellas con mas de un hijo, 1 hijoy

1 hermano o 1 hijo y 1 tio afectado.

Grupo III: Portadoras probables, aquellas con un hijo afectado o bien

las hermanas de los pacientes.

Grupo IV: Individuos del sexo masculino familiares en primer grado

de los pacientes con hemofilia.

Se incluy6 el grupo IV a fin de poder establecer el analisis de segre-
gacion de alelos. El nimero de padres fueron los tnicos que acudieron a la toma

de muestra.

Se excluyeron los pacientes con diagnoéstico de SIDA o Hepatitis, por

razones de seguridad.

Entre la poblacion captada se consider6 como Mestizo a aquellos en-
tre los cuales los padres y los cuatro abuelos fueran nacidos en México y sin otros

antecedentes extranjeros conocidos.

45




II.- HISTORIA CLINICA

Para cada uno de los casos se llené una hoja de captacién de datos (se

anexa al final del trabajo) que incluy6 historia clinica, eximenes de laboratorio y

gabinete, el arbol geneal6gico y origen étnico. Los pacientes fueron clasificados

como severos, moderados o leves.

II.- REACTIVOS EMPLEADOS

REACTIVO

= Agarosa

= Albamina bovina

= Acido Bérico

= Acrilamida

= Alcohol Isoamilico
= 2-B-mercapto etanol
= Bcl-1

= bis-Acrilamida

= Borato sédico

= Bromuro de Etidio
= Cloroformo

= Cloruro de Magnesio
= Cloruro de Sodio

= Dodecil sulfato sédico (SDS)

= EDTA

MARCA

SIGMA

SIGMA

MERCK

BIORAD

MERCK

SIGMA

AMERSHAM

BIORAD

MERCK

SIGMA

MERCK

MERCK

MERCK

BDH

SIGMA
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= Etanol MERCK

= Eter etilico MERCK

= Fenol MERCK

= Fosfato monobésico de potasio MERCK

= Hidréxido de Sodio MERCK

= Hind-III AMERSHAM
= Hipoclorito de sodio BAKER

= Isopropanol MERCK

= Marcador de pesos Lambda Hind-IIT  B.R.L.

= Taq polimerasa GIBCO
= Persulfato BIORAD
= Proteinasa K SIGMA
= Temed BIORAD
= Tris-HCl MERCK
= Trizma base SIGMA

IV.- MUESTRAS BIOLOGICAS

Se obtuvo una muestra en anticoagulante de sangre periférica (entre 7-15 ml) de

los pacientes y sus familiares de primer grado.

V.- PREPARACION DE SOLUCIONES

¢ Amortiguador de Lisis de Glébulos Rojos (ALGR): Tris-HCl 10mM, MgCl> 5
mM, NaCl 10 mM, se ajustaa pH 7.6.
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¢ Amortiguador de Lisis de Glébulos Blancos (ALGB): tris-HCI 10 mM pH 7.6,
EDTA pH 8.0 10 mM, NaCl 50 mM, SDS 0.2%, proteinasa K 200 mgr/ml.

e Fenol saturado: 500 grs de Fenol; 3.3 ml de mercaptoetanol; 6.6 ml de amorti-
guador Tris 1M a pH §; 487.5 ul de NaOH 10 M y 333.33 ml de H>O destilada. Se

ajusta pH a 7.8. Se almacena en envase ambar.

e Mezcla Fenol/Cloroformo: Se prepara al momento de uso: 1 volumen de Fenol

saturado con 1 volumen de Cloroformo.

e Mezcla de Alcohol Isoamilico/cloroformo: Se mezclan 24 voltimenes de Cloro-

formo con 1 volumen de alcohol Isoamilico.
e NaCl5 M:
e Amortiguador TE: contiene solucién de Tris 1 mM y solucién de EDTA 0.1 mM

e Amortiguador TBE 10X: 324 gr. de Tris ; 100 gr. de Acido Bérico; 19 gr. de EDTA
y agua bidestilada c.b.p. 2 litros. Ajuste de pH a 8.0-8.8.

e Bromuro de Etidio: 10 mg/ml
o Agarosa al 2%: 1 gr. de agarosa en 50 ml de amortiguador TBE 1X
¢ Colorante de bromofenol-xilencianol : 0.05%/0.05% en agua destilada.

¢ Acrilamida al 30% : 29 gr. de Acrilamida, 1 gr. de bis-Acrilamida en 100 ml. de

agua mezclada con 3 pl de bromuro de etidio (10mg/ ml).

e Poliacrilamida al 12%: Para preparar 15 ml.: 3 ml. de TBE 5X; 4.6 ml. de acrila-
mida al 30%; 7.2 ml. de agua; 150 ul de persulfato de amonio al 10% y 15 pl de TE-
MED.

e Acrilamida al 30%: 29 gr. de Acrilamida, 1 gr. de bis-Acrilamida en 100 ml. de
agua. Se prepararon 15 ml. con: 3 ml. de TBE 5X; 4.6 ml. de Acrilamida al 30%; 7.2
ml. de agua; 150 ul de Persulfato de Amonio al 10% y 15 pl de TEMED.
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VI.- METODOS

VI.1.- EXTRACCION DE DNA ( 184,185):

Se tom6 una muestra de 5-10 cc de sangre periférica con anticoagu-
lante EDTA en relaciéon de 9:1, y se centrifugé durante 30 minutos a 3,000 rpm. Se
tomo¢ la capa de leucocitos, se colocé en 3 ml de solucién para lisis de eritrocitos
(ALGR) y se centrifug6 10 minutos a 3,000 rpm. La pastilla de leucocitos se lavo
dos veces mas con ALGR a fin de eliminar la mayor cantidad de la hemoglobina

generada de la lisis de los eritrocitos.

Se resuspendi6 el paquete de leucocitos en 180 ul de ALGR mas 1.5
ml de Amortiguador de Lisis de Glébulos Blancos (ALGB) mg/ml). Se incub6 du-

rante 24 horas a 42 °C para obtener un hidrolizado de leucocitos.

Se purific6 el ADN contenido en el hidrolizado de la siguiente mane-

ra:

Se agregaron al hidrolizado 2 ml de fenol saturado, se agit6 suave-
mente hasta obtener una mezcla homogénea y se centrifugé 10 minutos a 3,000
r.p.m. La fase superior se transfiri6 a un tubo limpio evitando romper la interfa-

se. Se repitié el proceso una vez mas.

La fase superior del proceso anterior se pasé a un tubo limpio y se
agregaron 2 ml de la mezcla fenol/cloroformo (v/v), se agité suavemente y se
centrifugd 10 minutos a 3,000 r.p.m., se trasvas6 la fase superior sin tocar la interfa-

se y se repiti6 el paso anterior.

A la fase superior se agregaron 2 ml de la mezcla de clorofor-
mo/isoamilico (24:1), se agité6 suavemente y se centrifugd 10 minutos a 3,000

r.p.m., se repitié el proceso una vez mas.
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Se agregaron 5 pl de NaCl 60 mM y 5 ml de etanol absoluto a -20 °C.

Se agit6 suavemente para acelerar la precipitacion del DNA.

Para recuperar el DNA, se extrajo de la solucién con una pipeta Pas-
teur sellada con punta curva y se secé por unos minutos a temperatura ambiente.
Para eliminar el exceso de sales se enjuagé en etanol al 70% a -20 °C, se dejé secar a

temperatura ambiente y se resuspendi6é en 200 pl en amortiguador TE.

V1.2.- CUANTIFICACION DEL DNA

Para cuantificar el DNA se utiliz6 un espectofotémetro a una longi-
tud de onda A de 240, 260 y 280 nm. Se diluy6é 1 ml de la muestra de DNA en 250
ul de agua estéril y se registré la densidad 6ptica a las tres longitudes menciona-
das. El dato obtenido se aplicé en la siguiente férmula para calcular la concen-

tracién de DNA:

DO x F x DIL = DNA pg/ml

donde:

DO = densidad 6ptica

F = constante equivalente a 0.05

DIL= volumen de dilucién equivalente a 250 pl

Se consideré como criterio de pureza el cociente D.O.260/ D.O.280 mayor o igual a 1.6

y el de D.O.260/D.O.240 mayor o igual a 1.6.

Se ajust6 la concentracion del DNA para almacenarlo en un rango de

200 - 400 ng.
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V1.3.- INTEGRIDAD DEL DNA

Después de la extraccion se comprobé la integridad del DNA por
medio de una electroforesis en un gel de agarosa al 2% con 2.5 ul bromuro de eti-
dio por 40 minutos a 80 volts. Para la electroforesis se mezcl6 1 pl de muestra con
2 ul de colorante azul de bromofenol-xilencianol, 5 ul de agua estéril y 2 pl de
bromuro de etidio, se realizé un corrimiento de 20 minutos a 100 V. Después de la

electroforesis el DNA se observé en un transiluminador y se fotografié.

V1.4.- ANALISIS DE POLIMORFISMOS

La estrategia consistio en la caracterizacion de los polimorfismos de
los alelos por anélisis de fragmentos de longitud polimérfica (RFLPs) mediante la
técnica de reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) y digestion con enzimas de
restricciéon. La primera fase comprendi6 la preparacion de los oligonucleétidos se-

leccionados previamente.

VI1.4.1.- PREPARACION DE OLIGONUCLEOTIDOS (186):

Se utilizé el método de Fosforoamidita en un oligosintetizador de
cuatro columnas Applied Biosystem. La sintesis de oligonucleétidos es un aco-
plamiento ciclico de monémeros (A,T,G,C), para obtener un multimero de una
longitud y una secuencia previamente determinadas. Cada sintesis comprendié
una serie de ciclos, en cada uno de los cuales se agregé un nucleétido a la cadena
en crecimiento en una mezcla de 10 pl de Tris-HCl 50 mM pH 8.3, 10 mM MgCl,, 5
mM DDT, 2 nM dNTP y 37°C. La reacciéon consistié de cuatro pasos principales,
partiendo inicialmente del hecho de que se tienen ancladas a un soporte sélido
(columnas) por su extremo 3' y en forma independiente, a todas las amiditas; el

proceso se inicié lavando las columnas que contienen el monémero inicial
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(amiditas) con dicloroetano y después se sucedieron en forma continua los siguien-

tes pasos:

Desproteccion del grupo 5-hidroxilo de la unidad terminal 2-
desoxirribosa, removiendo el grupo 4,4'-dimetiltritil (DMTr) con dicloroetano,

después se eliminaron los residuos de agua con acetonitrilo.

Acoplamiento: formacién de un puente 3'-5' internucleotidico con el
grupo fosfato del desoxirribonucleétido siguiente, posteriormente se bloquearon
los grupos hidroxilo sin reaccionar para garantizar que solo se incremente la se-
cuencia correcta en los ciclos siguientes. Finalmente se oxid6 el puente de triéster
fosfato y se detuvo la reaccién con una mezcla de 5 U de polinucleétido cinasa
(Boehringer Manhein). Estos pasos se repitieron consecutivamente segtin el ntime-

ro de monémeros de las secuencias que se sintetizaron.

Después de que se complet6 la sintesis, el oligémero sintético se sepa-
16 del soporte sélido y se liber6 de los grupos protectores, esto se realizé incuban-
do el soporte con el oligonucleétido unido en una solucioén acuosa de amonio (30%

v/v) a 55°C por un periodo de 5-12 horas.

La purificacién del oligonucleétido se realiz6é mediante el uso de co-
lumnas de intercambio iénico de Shepadex G-25 (Pharmacia) conocidas también
como columnas NAP, que se estabilizaron previamente con agua a fin de eliminar
el amortiguador de almacenamiento, el oligonucleétido se recobré diluido libre de
subproductos y de iones amonio, en el amortiguador de elucién en tubos Eppen-
dorf. Se concentré en un roto-evaporador durante 3 horas. Se reconstituy6 en agua
bidestilada y se determiné su concentracién por espectrofotometria de luz UV a

240/260/280 nm. Los oligonucleétidos sintetizados se muestran en la tabla 9 .
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V1.4.2.- AMPLIFICACION DEL DNA POR PCR (187,188).

La reaccion de amplificacion se realizé en un termociclador Perkin
Elmer (Thermal Cycler 9600). Se mezclaron 100 ng de DNA genémico con una
solucién que contenia: amortiguador para el fragmento Stoffel de la Taq polimera-
sa (10 mM Tris-HCI, pH 8.3; 50 mM KCl), 200 uM de dNTPs, 0.2-0.5 mM de oligo-
nucleétidos iniciadores F y R, 1.5-3.0 U del fragmento Stoffel de la Taq polimerasa
y 6.8 mM de MgClz en un volumen final de 25-50 pl. Se coloc6é en un tubo de reac-
cion 1.0 pl el DNA de un individuo normal como control positivo con el volumen
especifico de la mezcla de amplificacién y como control negativo se colocé sélo la

mezcla de amplificacién para asegurar ausencia de contaminacion.

Las condiciones 6ptimas de reaccién de PCR se muestran en las ta-

blas 10-11.

Los pasos que se siguieron para la preparacién de la mezcla de reac-

cién fueron los siguientes:

1. Se prepar¢ el volumen total de la mezcla de amplificacién (MA) en funcién del

nimero de muestras.
2. Se coloc6 el DNA problema (1 pl) en tubos eppendorf de 0.5 ml.

3. Al tubo con el DNA problema se adicionaron 49 ul de MA.

VI1.4.3.- ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

Se corrieron 8-12 pl de las muestras amplificadas en un gel de agarosa
al 2% durante 1 ha 85 V. Los productos de PCR se visualizaron y se fotografiaron
en un transiluminador de luz UV. Se corroboraron los pesos moleculares de cada
amplificado en base a su migracion y con respecto al marcador de pesos A/Hind III
o ¢X 174/Hae III. El gel se tifi6 con bromuro de etidio a una concentracién final de

1 pg/ml
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TABLA9

SECUENCIA DE OLIGONUCLEOTIDOS PARA HEMOFILIA

LOCALIZACION SECUENCIA TAMANO DEL
AMPLIFICADO
(pb)
Intron 18 5-TTCGAATTCTGAAATTATCTTGTIC - 3’ 144
5-TAAAAGCTTTAAATGGTCTAGGC - 3
Intron 19 5- GGCGAGCATCTACATCGTGGGATGAGC - 3° 724
5- GTCCAGAAGCCATTCCCAGGGGACTCT - 3°
TABLA 10
CONCENTRACIONES OPTIMAS DE SOLUCIONES
PARA PCR
REACTIVO VOLUMEN | [STOCK] [FINAL]
(1)
Taq polimerasa 0.5 10 U/l 0.1U0/ul
Amortiguador (10x) 5.0 10X 1X
dntps (3mm) 0.5 10 mM (¢/u) |1 mM (c¢/u)
primer Forward (10pm) 0.5 200 ng/pl 2 ng/ul
primer Reverse (10pm) 0.5 200 ng/ul 2 ng/ul
MgCl; (10nm) 4.0 25 Mm 0.8 mM
DNA (200 ng) 1.0 200 ng/ul | 4 ng/ul
H>O cbp 50.0
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TABLA 11

CONDICIONES OPTIMAS PARA PCR EN Perkin Elmer Thermal Cycler 9600

Fase Ciclo Tiempo / Temperatura
Desnaturalizar 1 Ciclo 2 Min.. /94°C
Amplificacién 30 Ciclos A).-Desnaturalizacion: 20 seg/ 94°C

B).- Alineacién: 20 seg/55°C
C).- Sintesis: 30seg/72°C
Amplificacién Final 1 Ciclo A).- Desnaturalizacion: 12 seg/ 94°C
B).-Alineacion: 20 seg/65°C
C).-Sintesis: 7 Min. / 72°C
Hold 1 Ciclo 4°C
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V1.4.4.- RESTRICCION CON ENDONUCLEASAS

Después de la PCR se tomaron 10 pl del amplificado se incubaron
toda la noche con 15 ul de la mezcla de reaccién para la restriccién que contenia: 5

ul Bcl I o Hind III; 2.5 pl de amortiguador y 7.5 pl de agua bidestilada.

V1.4.5.- ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Los productos de digestién se sometieron a una electroforesis en ge-
les de poliacrilamida del 6-12%. Se mezclaron 10 ul de cada uno de los amplifica-
dos restringidos con 2 pl de colorante azul de bromofenol-xilencianol y 7 ul de
agua destilada. Se colocaron en cada uno de los pozos del gel y se corrieron a 100 V
durante 2 h en un amortiguador de corrida TBE. El gel se tifi6 con bromuro de eti-
dio. El resultado se observé en un transiluminador de luz UV y por ultimo se foto-

grafi6 en peliculas polaroid 667, utilizando filtros rojo y amarillo.

VIL- ANALISIS DE RESULTADOS.

Se clasificaron los individuos entre aquellos que tenian antecedentes heredo-

tamiliares y aquellos con caso tnico.

e En base a los resultados obtenidos se aplicé la ecuacién de Hardy-Weinberg pa-

ra obtener la frecuencia alélica esperada y el indice de heterocigocidad.

* Se estableci6 la combinacién adecuada de polimorfismos para el haplotipo en

estudio y se calculf la frecuencia.

* Se compararon las frecuencias de polimorfismos, indices de heterocigocidad, y
la frecuencia de los haplotipos entre nuestra poblacion y los diferentes grupos

étnicos reportados en la literatura empleando la prueba de X2
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RESULTADOS

Se incluyeron en el estudio a todos los pacientes que acudieron a la
Consulta Externa de Hematologia del I.N.P. en el periodo comprendido de 1994-
1995. La poblacion estuvo constituida por 197 individuos: 58 casos indice con He-
mofilia A: el resto de los individuos fueron familiares en ler grado: 114 mujeres
(55 madres y 59 hermanas), 8 hermanos afectados y 17 hombres sanos (15 padres y

2 hermanos).

I.- CUADRO CLINICO

A todos los pacientes se les realizé historia clinica completa incluyen-
do pedigree y determinacién de la dosificacién del FVIIIL. Los pacientes se clasifica-
ron en base a la gravedad del cuadro clinico y la funcién del FVIII de acuerdo con

los criterios internacionales en severos, moderados o leves (tabla 1).

Se encontr6 que el 58.62% de los pacientes tenian un cuadro clinico
severo y en su mayoria han cursado con sangrados espontaneos y hemartrosis, en

el 22.41% fue moderado y el 18.96 % leve (tabla 12).

Los anélisis de pedigree mostraron que el 36.36% de las madres eran
portadoras obligadas. En tanto que el 63.63% no refieren antecedentes heredo-

familiares.

II.- CREACION DEL BANCO DE DNA

En todos los casos la concentracion de DNA de la poblacién captada
oscil6 entre 0.8 'y 2.5 pg/ul, como criterio de pureza se tomé un cociente mayor a
1.6 calculado de la relacién entre los valores obtenidos a 260 nm (4cidos nucleicos)
y 240 nm (fenol contaminante) o 280 nm (proteinas). En todos se logré obtener un

DNA integro (figura 4).
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TABLA 12
DISTRIBUCION DE PACIENTES HEMOFILICOS ACORDE A
CRITERIOS DE ACTIVIDAD RESIDUAL DEL FVIII

HEMOFILICOS CASOSCON CASOSSIN PORCENTAJE

AHF2 AHF: %

LEVES 5 6 18.96
MODERADOS 4 9 22.41
SEVEROS 14 20 58.62
TOTAL 23 35 100.0

a: AHF = ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES
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FIGURA 4: Integridad del DNA obtenido por el método de Fenol-Cloroformo. ca-
rriles 1y 7: DNA A digerido con Hind-III; carriles 2 al 6: DNA de pacientes hemo-

filicos.
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II1.- OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE PCR

Se procedi6 a cuantificar cada uno de los oligonucleétidos y después
de crear el banco de DNA se establecieron las condiciones 6ptimas para la amplifi-
cacién en la PCR. Se utilizaron muestras de DNA de individuos sanos para estan-

darizar la reaccién y obtener los controles positivos.

Para la realizacién de este procedimiento se probaron varias concen-
traciones de los oligonucleétidos, dNTPs, Magnesio y DNA. Ademas se estandari-
zaron las temperaturas de alineacién y el niimero de ciclos. Inicialmente se obtu-
vieron las condiciones requeridas para la amplificaciéon de cada intron: concentra-
ciones Optimas de los oligonucleétidos en un intervalo de 20 a 90 ng y la cantidad
requerida de Magnesio, obtenida después de correr una curva de concentracién
variable, fue de 10mM (figura 5). La temperatura de alineacién y el nimero de ci-
clos fue dependiente del contenido de G y Cs en los oligonucleé6tidos. Las concen-
traciones de dNTPs, Enzima y DNA fue la misma para cada reaccion. Por lo tanto,
los parametros criticos para la amplificacién fueron la temperatura de alineacion,
el namero de ciclos y la concentracién de MgClo. En las tablas 10-11 se muestran
las concentraciones de los reactivos y las temperaturas necesarias para la amplifi-

cacion.

En la figura 6 y 7 se muestran DNAs amplificados con los oligonu-

cleétidos para los intrones 18 y 19 para PCR de algunos paciente.

IV.- OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE RESTRICCION CON ENDO-
NUCLEASAS.

Para ello se probaron muestras de DNA de individuos sanos tanto

hombres como mujeres y pacientes hemofilicos .
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Figura 5: Curva para obtener concentracion 6ptima de Magnesio. Carril 1: Marca-
dor de pesos digerido con Hind-III; carriles 2 y 4: con MgCl, 10 mM; carril 3: con-
trol negativo; carril 5-7 con MgClz con 12 mM; carriles 8-10 con MgClz con 8 mM.
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Figura 6: estandarizacion de los oligonucleétidos para 18:Bcl-1 en PCR. Carril 1:
marcador de pesos; carriles 2-5. Controles sanos; carriles 6-8: muestras de hemofili-

Ccos
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Figura 7: Estandarizacién de los oligonucle6tidos 19:Hind-III para la PCR. Carril 1:
marcador de pesos A Hind-III; carril 2: control negativo; carriles 3-6: controles sa-

nos; carriles 7-8: pacientes hemofilicos.
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Figura 8: Productos de digestién del amplificado del polimorfismo 18:Bcl-1: Carril

1. DNA sin digerir, carril 2: homocigoto para el alelo B1; carril 3: homocigoto para

el alelo B2; carril 4: heterocigoto B1/B2.
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El producto amplificado para estudiar el polimorfismo 18:Bcl-I es de 142 pb, que al
ser digerido por la enzima Bcl-I se corta en 2 fragmentos uno de 99 y otro de 43 pb
(Figura 8). El producto amplificado para estudiar el polimorfismo 19:Hind-III es
de 724 pb, que al ser digerido con la enzima Hind-III debe generar un fragmento
constante de 490 pb y un fragmento restante de 234 pb que cuando se digiere gene-

ra 2 fragmentos: uno de 157 y otro de 77 pb (Figura 9) .

V.- DETECCION DE PORTADORAS

V.1.- ANALISIS DE LOS POLIMORFISMOS 18:Bcl-I y 19:Hind-III (RFLPs) ME-
DIANTE EL USO DE LA PCR.

En esta parte se incluyeron sélo las familias en las que se contaba con
el caso indice y la madre, se estudiaron 299 alelos de 55 familias. Los alelos prove-
nian de 55 casos indice, 55 madres (20 portadoras obligadas), 55 hermanas, 7 her-

manos afectados y 17 hombres sanos (15 padres y 2 hermanos).

Para el analisis de los polimorfismos en el intron 18 y 19, se denomind
por convencién alelo 1 (B1 y H1) al que no contiene el sitio de restricciéon para la
enzima y alelo 2 (B2 y H2) al que si lo contiene (Tabla 13). La combinacién de los

polimorfismos B y H definen 4 haplotipos B1-H1, B1-H2, B2-H1 y B2-H2.

V.2.- FRECUENCIA DE POLIMORFISMOS 18:Bcl-1 y 19:Hind-III EN
PACIENTES.

La frecuencia y distribucién de los alelos se muestra en la tabla 14, los

alelos que se presentaron con mayor frecuencia fueron el B2 (56%) y el H1 (53%).
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Figura 9: Patrén electroforético para el amplificado de 19:HindIII. Carriles 1,5 y 6:
heterocigoto para los alelos H1/H2; carriles 2: homocigoto para el alelo H2; carril
3: DNA A digerido con Hind-III; carriles 4 y 7: homocigotos para el alelo H1; carril

8: control negativo.
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TABLA 13
TAMANO DE LOS ALELOS PRODUCIDOS POR

LAS ENZIMAS DE RESTRICCION

LOCUS ENZIMA DE RES- SITIODE LONGITUD DE

TRICCION CORTE ALELO (pb)
1 142 Bl
INTRON 18 Bcl-I
2 99,43 B2
1 490,234 H1
INTRON 19 Hind-III
2 490,157,77 H2

TABLA 14: FRECUENCIA DE ALELOS EN CASOS INDICE

RFLP ALELO PACIENTES
(n=58)
No. %
1 26 44.82
Bcl-1
2 32 55.17
1 31 53.45
Hind-III
2 27 46.55
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El analisis de los haplotipos (tabla 15) mostré que la combinacion B2/H1 fue la
mas frecuente (53.45%), seguida por B1/H2 (41.37%). La frecuencia para los haplo-
tipos B1/H1 (1.72%) y B2/H2 (3.44%) fueron significativamente mas bajas. El ana-
lisis en pacientes con antecedentes heredofamiliares present6 una distribucién
similar en contraste con los que no refieren antecedentes en los que no se encontra-
ron diferencias significativas (p>0.05) entre los haplotipos B2/H1 y B1/H2. Para
buscar si existe asociacién entre haplotipos y manifestaciones clinicas, se calcul6 la
frecuencia de éstos en los alelos sanos y enfermos, sin embargo no se encontraron

diferencias significativas (p>0.05).

V.3.- FRECUENCIA DE POLIMORFISMO EN LAS MADRES DE LOS CASOS IN-
DICE.

De las 55 madres estudiadas encontramos que el 43.64% fue heteroci-
gota (indice de heterocigocidad= 0.436) tanto para el polimorfismo 18:Bcl-I como
para el polimorfismo 19:Hind-III (tabla 16). Cabe mencionar que en las mujeres al

igual que en los pacientes los alelos B2 y H1 se presentaron con mayor frecuencia.

El anélisis de los haplotipos mostr6 una distribucién en las frecuen-

cias similar a la de los pacientes (tabla 17).

VL.- ANALISIS DE SEGREGACION DE ALELOS

Se realiz6 un andlisis de la segregacion de los alelos con la finalidad
de diagnosticar a las portadoras. En 10 familias de los casos indices la madre fue
heterocigota y portadora obligada (F2, F4, F5, F6, F7, F8, F11, F12, F14, F15) se se-
leccionaron 6 por tener hijas (F2, F4, F6, F7, F8 y F14), de ellas en 4 familias fue po-
sible la deteccién del caracter de portadora por el estudio de RFLPs (F2 con una
portadora, F4 con una portadora, F7 una sana, F8 con dos portadoras y una sana),

cabe destacar que en dos de estas familias se contaba con muestra del padre para
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establecer su genotipo y poder asegurar asi cual fue el alelo heredado por linea
materna, en el resto de las familias no pudo dilucidarse por no contar con el geno-
tipo del padre que no acudi6é a consulta. De 14 familias heterocigotas sin antece-
dentes (F26, F28, F30, F31, F36, F38, F39, F40, F43, F47, F48, F53, F56, F58) seleccio-
namos 10 (F26, F28, F30, F31, F38, F40, F43, F47, F48 y F56) con un total de 16 nifias,
solo se logro establecer el estado de sana en 4 familias (F28 con tres, F31 con una,
F38 una sana, F43 una sana, F47 una sana, F48 una sana) por seguimiento del alelo
en riesgo, las 8 nifias restantes de este grupo se clasificaron como casos inconclusos

(tabla 18).

En la figura 10 se muestra un ejemplo del analisis de polimorfismo
18:Bcl-I en una familia con antecedentes familiares donde la madre, portadora
obligada, fue heterocigota para este marcador (B1/B2) (carril 1). El caso indice es
hemicigoto para el alelo Bl(alelo afectado) (carril 2), en tanto que el padre es he-
micigoto para el alelo 2 (carril 3), la hermana heterocigota presenta el alelo 1 de la

madre y el alelo 2 del padre, por lo que se diagnéstica como portadora.

En la figura 11 observamos una familia donde la madre también es
heterocigota y portadora obligada (B1/B2) (carril 7), el caso indice y un hermano
afectado fueron hemicigotos para el alelo Bl (carril 4 y 5 respectivamente), un se-
gundo hermano sano y el padre son hemicigotos para el alelo B2 (carriles 2 y 3
respectivamente), por lo que se establece que es el alelo Bl el que se cohereda con
la enfermedad, la hermana es heterocigota con B1/B2 lo que le confiere el carécter

de portadora.

En la figura 12 observamos una madre informativa y portadora obli-
gada (B1/B2) (carril 2), el caso indice es hemicigoto para B1 (carril 3) y la hermana
homocigota para B2 (carril 4), con estos datos se infiere que ésta ultima no hered6

el alelo afectado (B1) por lo tanto no es portadora de la enferme dad.
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TABLA 15: FRECUENCIA DE HAPLOTIPOS EN PACIENTES

HEMOFILIA : 18:Bcl-I/ Hind-III

PACIENTES HAPLOTIPO ( B/H) TOTAL

B1/H1 B1/H2 B2/H1 B2/H2

% 1.72 41.37 53.45 3.44 100.0

TABLA 16: FRECUENCIA DE ALELOS DE MADRES DE HEMOFILICOS

GENOTIPO 18:Bcl-I 19:Hind-III
No. % No. %
1 48 43.63 60 54.54
2 62 56.36 50 45.46
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TABLA 17: HAPLOTIPOS 18:Bcl-1/19:Hind-III

EN MADRES DE HEMOFILICOS

HAPLOTIPO TOTA

B1/H1 B1/H2 B2/H1 B2/H2 BY%/HY:

No. 2 22 34 4 48 110

% 1.8 20 30.9 3.6 43.6 100

TABLA 18: RELACION DEL CARACTER DE “PORTADORA”

HIJAS PORTADORAS SANAS INCONCLUSO
No. % No. % No %
AHF2
n=10 4 40.0 2 20.0 4 40.0
S.AHF?
n=16 0 00.0 8 50.0 8 50.0
TOTAL
n=26 4 15.3 10 38.5 12 46.2

a: Con antecedentes heredofamiliares

b: Sin antecedentes heredofamiliares
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El analisis del polimorfismo para 19:Hind-III se muestra en la figura
13 donde la madre es informativa H1/H2 y portadora obligada (carril 3), el caso
indice es hemicigoto H1 al igual que un hermano afectado (carril 1 y 4 respectiva-
mente), una de las hermanas es heterocigota H1/H2 (carril 2) y otra es homocigota
H1/H1, en base a el genotipo de esta hermana se infiere que el genotipo paterno es
hemicigoto H1 por lo que la homocigota es portadora y la hermana heterocigota es
sana. Estos resultados fueron confirmados por el analisis del polimorfismo 18:Bcl-1
(figura 14). Como puede notarse la ausencia de la banda de 77 pb es consecuencia

de la poca cantidad de DNA empleado para esta restriccion.

En aquellas familias en las que no se refieren antecedentes familiares,
al aplicar el mismo andlisis se pudo establecer el caracter de sana, no asi el de por-
tadora, a pesar de contar en algunas de ellas con el genotipo paterno. En la figura
15 se observa que la madre es heterocigota B1/B2 (carril 1), el caso indice es hemi-
cigoto para Bl (carril 2), dos de las hermanas son homocigotas para el alelo B2
(carriles 3 y 5) y la tercer hermana es heterocigota (carril 4). Al considerarse que el
alelo afectado es B1, las hermanas homocigotas se consideran como no portadoras,
en el caso de la tercer hermana se requieren estudios complementarios para esta-
blecer si es portadora. Por otra parte en este estudio también se lograron detectar
mutaciones “de novo”. En una familia sin AHF (figura 16): La madre informativa
(B1/B2) (carril 3), sin embargo tanto el caso indice como en el hermano sano son
hemicigoto para Bl (carriles 1y 2), la hermana es homocigota B1/B1 (carril 4). Da-
do el caracter recesivo ligado al X de la enfermedad, estos datos sugieren que la
mutacién responsable de la enfermedad es “de novo”, por lo que la madre y la

hermana del pacientes no son portadoras.
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Figura 10: Analisis del alelo 18:Bcl-I en una familia con antecedentes heredo fami-
liares. Carril 1: madre portadora obligada heterocigota para los alelos B1/B2; carril
2: caso indice hemicigoto para el alelo B1; carril 3: padre hemicigotoa para el alelo

B2; carril 4 hermana portadora heterocigota para los alelos B1/B2.
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Figura 11 : PCR en una familia con dos casos de hemofilia. Carril 1: marcador de
pesos; carril 2: padre hemicigoto para el alelo B2; carril 3: hermano sano hemicigo-
to para el alelo B2; carril 4: caso indice hemicigoto para el alelo B1; carril 5: herma-
no afectado hemicigoto para el alelo B1; carril 6: hermana portadora heterocigota
para los alelos B1/B2; carril 7: madre portadora obligada heterocigota para los

alelos B1/B2.
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Figura 12: Familia con antecedentes familiares analizada con el polimorfismo
18:Bcl-1. Carril 1 madre heterocigota (B1/B2); carril 2: caso indice hemicigoto (B1);

carril 3 hermana homocigota para alelo (B2).
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FIGURA 13: Familia analizada con RFLP Hind-III. Carril 1: caso indice hemicigoto
para H1; carril 2: hermana heterocigota no portadora (H1/H2); carril 3: madre por-
tadora obligada heterocigota (H1/H2); carril 4: hermano afectado hemicigoto (H1);

carriles 5: hermana homocigota portadora (H1).
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Figura 14: Familia analizada con RFLP Bcl-I. Carriles 1 y 4 caso indice y hermano
afectado, hemicigotos a (B2); carril 2: hermana heterocigota (B1/B2), no portadora;
carril 3: madre informativa (B1/B2), portadora obligada; carriles 5: hermana porta-

dora, homocigota para el alelo B2
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Con este analisis se logré hacer el diagnéstico de certeza en 23.6% de
los casos; de las 59 hermanas captadas se excluyeron 4 por no tener madre, por en-
de de 55 hermanas, 4 fueron portadoras y 9 no portadoras. En 30=54.6% la madre

no fue informativa por RFLPs y en 12= 21.8% se requeria la muestra del padre.

El consejo genético se otorgd con certeza en las 13 hermanas diagnos-

ticadas y en forma empirica a las restantes.

VIL- RELACION CON OTROS GRUPOS ETNICOS

Al comparar los datos obtenidos del analisis de las frecuencias de po-
limorfismos, indices de heterocigocidad y haplotipos en este estudio con las fre-
cuencias reportadas en otras poblaciones (174,176,180), se encontré como se mues-
tra en las tablas 19 y 20 que nuestra poblacion Mestiza tanto para los polimorfis-
mos 18:Bcl-I y 19:Hind-III presenté mayor similitud con los Vascos e Indios y una
diferencia significativa (p<0.05) con lo descrito para los grupos étnicos de Anglo
Americanos, Afro-Americanos, Suizos y Malayos. En la tabla 21 se muestra la
comparacién con los indices de heterocigocidad, para 18:Bcl-I manifiesta una ma-
yor aproximacion con los grupos Anglo-Americano, Vasco, Indio, Polinesio y
Maori, y una diferencia significativa con los grupos Africo-Americano, Suizo, Chi-
no, Malayo y Thai, en contraste con lo reportado para el polimorfismo 19:Hind-III
que solo tiene similitud con los Vascos e Indios y una diferencia con los Africo-
Americanos, Anglo-Americano, Suizos, Chino y Malayos. Por otra parte con los
haplotipos obtenidos, se establecié la relacion entre estos y los reportados, encon-
trando una fuerte asociacién positiva entre los diferentes haplotipos de cada grupo
étnico mediante X2 - El analisis muestra que el haplotipo B1/H2 alcanza un 83% en
el grupo Afro-americano, en tanto que el B2/H1 hasta un 78% en los grupos res-

tantes, en tanto que para la poblacién Mestiza es de un 53 y 56% respectivamente

(tabla 22).
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Figura 15: Familia sin antecedentes familiares analizada con el polimorfismo Bcl-L
Carril 1: madre heterocigota (B1/B2); carril 2: caso indice, hemicigoto (B1); carriles
3 y 5: hermanas homocigotas (B2), no portadoras; carril 4: hermana heterocigota

(B1/B2), indeterminada.
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Figura 16. Familia sin antecedentes familiares analizada con RFLP Bcl-I. Carril 1:
caso indice (B1); carril 2: hermano sano hemicigoto (B1); carril 3: madre informati-

va (B1/B2); carril 4: hermana homocigota (B1), no portadora.
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TABLA 19: FRECUENCIA DE LOS POLIMORFISMOS

18: Bcl-I EN GRUPOS ETNICOS

FRECUENCIA
GRUPO ETNICO RELACION CROMOSOMAS GENICA
M/F @M/
AFRICANO-AMERICANO __ 29/28 85 0.80/0.20
ANGLO-AMERICANO 27/71 69 0.24/0.76
SUIZOS 98,35 168 0.23/0.77
« VASCOS 32/36 104 0.29/0.71
« INDIOS 2826 80 0.30/0.70
CHINOS 32/18 68 0.26/0.74
MALAYOS 22 /23 68 0.21/0.79
* MESTIZOS 6655 176 0.44/0.56

* Presente estudio

e Grupos étnicos con mayor similitud
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TABLA 20: FRECUENCIA DE POLIMORFISMO

19:Hin-1II EN GRUPOS ETNICOS

FRECUENCIA
GRUPO ETNICO RELACION CROMOSOMAS GENICA
M/F 1)/@
AFRICANO-AMERICANO 31730 91 0.22/0.78
ANGLO-AMERICANO 29/22 73 0.75/0.25
SUIZOS 98/33 164 0.74/0.26
~ VASCOS 32/36 104 0.72/0.28
« INDIOS 28/26 80 0.71/0.29
CHINOS 31/18 67 0.76,/0.24
MALAYOS 22/21 e 0.77/0.23
* MESTIZOS 66/ 55 176 0.54/0.46

* Presente estudio

e Grupos étnicos con mayor similitud
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TABLA 21: FRECUENCIA DEL INDICE DE HETEROCIGOCIDAD EN EL IN-
TRON 18:Bcl-I & 19:Hin-III EN GRUPOS ETNICOS

GRUPO ETNICO 18:Bcl-I 19:Hind-III
AFRICANO-AMERICANO 0.320 0.343
ANGLO-AMERICANO e 0.420 0.375
SUIZOS 0.352 0.284
VASCOS o 0412 ¢ 0.403
INDIOS o 0.420 ¢ 0411
CHINOS 0.385 0.365
MALAYOS 0.332 0.354
POLINESIO e 0419 = =----
MAORIS o 0444 -=---
THAI 0340 0 eee-a
* MESTIZOS o 0.436 0 0.436

* Presente estudio
o Frecuencias similares para 18:Bcl-1

¢ Frecuencias similares para 19:Hind-III
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TABLA 22: ASOCIACION ALELICA ENTRE LOS POLIMORFISMOS

18:Bcl-I & 19:Hind-II1

HAPLOTIPOS B/H

GRUPO ETNICO Bi/H1 B1/H2 B2/H1 B2/H2 TOTA X2
L
AFRO-AMERICANO 5 71 5 4 85 18.74
ANGLO-AMERICANO 4 11 52 2 69 37.25
SUIZOS 7 26 109 15 157 60.1
VASCOS 8 17 72 7 104 37.13
INDIOS 9 11 57 7 84 17.49
CHINOS 6 9 46 6 67 1547
MALAYOS 6 5 50 3 64 12.87
MESTIZOS (soLO HEMOFILICOS) 1 27 35 3 66 51.8
MESTIZOS (POBLACION TOTAL 2 52 79 7 140 105.6
CAPTADA)
TOTAL 48 229 505 54 836 440.9

p> 0.05 en todos los casos.
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DISCUSION

La aplicacién de la biologia molecular a la medicina ha
revolucionado los métodos de diagnoéstico en muchas enfermedades donde el de-
fecto es invalidante o letal. Uno de los avances mas importantes en Hemofilia ha
sido la identificacién de algunas de las alteraciones moleculares en pacientes y por-
tadoras (141,145,180) lo que ha permitido otorgar asesoramiento genético de certe-

za y el diagnéstico prenatal.

La hemofilia A es una enfermedad recesiva ligada al cromosoma X,
en los casos severos puede conducir a la muerte en etapas tempranas. No existe un
tratamiento definitivo hasta el momento (1,4,9). En los dltimos 20 afios, con los
avances tecnolégicos, se han ampliado las expectativas de vida hasta los 66 afios.
Los ensayos de terapia génica empiezan a revelar resultados alentadores en mode-
los animales (189), sin embargo atn existe una enorme brecha para su aplicabilidad
en humanos. Queda como un gran reto vencer las infecciones virales en la aplica-
cién de hemoderivados y la posibilidad de ofrecer a las mujeres con familiares he-
mofilicos, la oportunidad de tener conocimiento con mayor certeza acerca de su

progenie.

Estudios previos indican que dos tercios de los casos de hemofilicos
son heredo-familiares y un tercio son mutaciones “de novo” surgidas en la madre o
en el producto mismo (167). En el presente trabajo de 55 familias que acudieron a
la consulta externa de Hematologia del LN.P. por el anélisis del arbol genealdgico,
s6lo en 20 de ellas (36.36%) se documento el estado de portadora, ésto tuvo impli-
caciones importantes pues en el resto de las familias sélo se pudo dar un asesora-
miento genético empirico. Con lo se demuestra la necesidad de contar con estrate-
gias adecuadas para la deteccién de portadoras, por lo que éste fue el proposito de

el presente trabajo.
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En la década de los 70s, el método mas seguro para la deteccién de
portadoras se basaba en el andlisis del arbol geneal6gico y la determinacién de la
actividad residual del FVIII (190). En la década de los 80s estos métodos se refina-
ron al combinarse con la determinacién de la fraccién antigénica del FVIII median-
te la técnica de Laurell por electroinmunoforesis y el analisis estadistico que se de-
nominé andlisis bivariante o discriminante (191-195) Sin embargo la valoraciéon
bioquimica e inmunolégica a través de las proteinas en sangre de mujeres con ries-
go de ser portadoras no proporcioné resultados satisfactorios debido a que no ha-
bia una relacién confiable entre los niveles normales de la fraccién coagulante con
la fraccién antigénica, lo que generé resultados ambiguos (183). En esta misma
década surge la clonacién y caracterizacién del gen del FVIII, lo que conduce a

nuevas posibilidades para la deteccién de portadoras y el diagnéstico prenatal.

En este trabajo aplicando un método indirecto (166, 181, 182, 191, 196,
197), que utiliza el andlisis de la segregacién de los cromosomas mediante la carac-
terizacion de marcadores genéticos como los polimorfismos que son variaciones en
las secuencias del DNA que no tienen un efecto visible en la expresion del gen y
estan presentes con una frecuencia mayor del 1% en la poblacion normal (168), se
logro otorgar el diagnéstico de certeza a 14 de 55 hermanas (tabla 21) de pacientes
hemofilicos. Observamos que este tipo de andlisis presenta varias ventajas: a) el
indice de error estd sujeto a la probabilidad de presentarse un fenémeno de re-
combinacién, lo que es remoto si se utilizan marcadores intragénicos; b) se requiere
una minima cantidad de DNA; ¢) no es influenciado por el fenémeno de lyoniza-
cién y; d) no se muestra afectacion por la heterogeneidad de las mutaciones res-
ponsables de esta enfermedad. Las limitaciones importantes que fueron tomadas
en consideraciéon antes de su aplicacion fueron 1) la frecuencia de los polimorfis-
mos alélicos es variable en diferentes poblaciones, por lo que se requirié conocer la
frecuencia de cada alelo en la muestra a estudiar; 2) la madre debe ser heterocigota

para los polimorfismos estudiados (madre informativa) y 3) en la mayoria de los
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casos s6lo cuando la madre es portadora obligada se logré asegurar la asignacién o

exclusién del estado de portadora en las hijas.

En el presente trabajo las frecuencias obtenidas de dos RFLPs locali-
zados en los intrones 18 y 19 : 18:Bcl-I y 19:Hind-III se compararon con los datos
reportados de otros grupos étnicos en los que se habia realizado un andlisis simi-
lar(174,176,180): las frecuencias alélicas para el intron 18 y 19 fueron caracteristicas
y distintivas de la poblacién mestiza, donde para 18:Bcl-I prevalece el alelo B2
(55.17%), en tanto que para 19:Hind-III el alelo H1 (563.45%), con porcentajes que
difieren entre un 15-20% con la mayoria de los grupos étnicos. La relacién del alelo
18:B1 y 19:H2 de mayor prevalencia, tienen cierto paralelismo con excepcion de los
Africano-Americano que presentan una inversién tanto en frecuencia como en los

alelos predominantes (177,182).

Asi mismo, ambos polimorfismos presentaron una frecuencia similar
de heterocigocidad siendo de 43.6% que corresponde a 24 de las 55 familias con
madres, de ellas s6lo 16 familias tienen hijas comprendiendo un total de 26 indivi-
duos. En 6 de estas 16 familias no fue posible establecer el caracter de portadora o
sana en las hijas, lo que representé el 38.5% (10/26) de las nifias, por no contar con
el genotipo del padre. En el 62.5% (10/16) de las familias restantes se concentraron
16 nifias de las cuales 6 (23.0%) se clasificaron como portadoras y 10 (38.5%) como
sanas. Colateral a la deteccién de portadoras, el analisis de RFLPs permitio la
identificacién de 1 caso donde la mutacién ocurrié “de novo” en el caso indice. En
los casos sin antecedentes heredofamiliares, en multiples ocasiones, la madre refie-
re no tener conocimiento de esta enfermedad en la familia, por lo que se considera
la posibilidad en México del 30% como indice de mutacién de novo. Este evento

fue tomado en consideracion para el asesoramiento genético.

El indice de heterocigocidad para ambos polimorfismo fue el de ma-
yor uso para la comparacién en los datos captados de diferentes grupos étnicos

entre las poblaciones que manifiestan esta patologia. Se observé una mayor apro-
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ximacion en 18:Bcl-I con los grupos Anglo-Americanos, Vascos, Indio, Polinesio y
Maori, en tanto que para 19:Hind-III fue con los grupos de Vascos e Indios

(174,179,177,186).

Para buscar si existe asociacién entre el cuadro clinico y polimorfis-
mos o haplotipos se calculé la frecuencia de éstos en los alelos sanos y enfermos,
sin embargo no se encontraron diferencias significativas. Estos resultados posi-
blemente son el reflejo de la alta tasa de mutacién que presenta el gen del FVIII, lo
que disminuye la posibilidad de ligamiento entre éstas y marcadores genéticos, ya
que aparentemente cualquier alelo tiene la misma posibilidad de ser mutado. La
importancia del conocimiento de la frecuencia de los alelos en la poblacién estriba
principalmente en su potencial aplicabilidad en la genética clinica. Esto adquiere
importancia si se considera el hecho de que no existe un tratamiento definitivo pa-
ra la enfermedad por lo que su prevencién mediante el asesoramiento genético y el
diagnoéstico prenatal es fundamental. A pesar de la importancia de este estudio
para la deteccién de portadoras es necesario implementar nuevas metodologias
que permitan la deteccién directa de las mutaciones en los pacientes y en sus fami-
liares femeninas como el SSCP (polimorfismos conformacionales de cadena senci-

lla) y la deteccion de puntos calientes mediante restriccién con Taql (188,190,197).

Considerando que la poblacién analizada en este estudio es la mas
amplia hasta ahora en México, nuestros datos establecen las frecuencias de poli-
morfismos y haplotipos para los intrones 18 y 19 mas fidedignas con respecto a
otros trabajos. Al comparar nuestro trabajo que abarcé un total de 55 familias con-
teniendo 110 mujeres con los dos tinicos trabajos realizados con poblacién mexica-
na para el intron 18:Bcl-I por investigadores de la Universidad de Nuevo Leén en
la ciudad de Monterrey (198) con una poblacién captada de 8 familias con 27 muje-
res, establecen la prevalencia del 67% para el alelo B1 (1.2 Kb por Southern blot) y
porcentajes de indice de heterocigocidad de 48.2%, los investigadores en la ciudad

de Guadalajara (199) con un total de 5 familias con 15 mujeres en la poblacion cap-
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tada manifiestan un indice de heterocigocidad de un 57%, el alelo con mayor pre-
valencia no es reportado, las diferencias en los indices de heterocigocidad y fre-

cuencia alélica pueden establecerse en base al tamafio de la poblacién estudiada.

Ya que los individuos heterocigotos para 18:Bcl-I coinciden con los
heterocigotos para 19:Hind-III, al igual que sucede con los individuos homocigotos
para ambos intrones, se establece una fuerte asociacién alélica entre los diferentes
polimorfismos (174), de aqui se desprende que en la detecciéon de portadoras se
recomienda el uso de sélo uno de ellos, en especial el 19:Hind-III el que presenta
dos ventajas sobre 18:Bcl-I: a) puede ser analizado en forma directa en geles de
agarosa y, b) al presentar un sitio de corte invariante, éste le sirve de control inter-
no en el proceso de digestion. Nuestros estudios demostraron que el polimorfismo
de sitios de restriccion asociados con la hemofilia A son informativos y permiten el
diagndstico en el 62.5% de las familias informativas y que lo requieren, el resto no
contaba con el genotipo paterno. En relacion a las familias (32/55=52%) donde los
polimorfismos de 18:Bcl-I y 19:Hind-III no fueron informativos, se ha establecido el
estudio de otros elementos como son los VNTR en los intrones 13 y 22 (de actual

implementacién en el laboratorio de Biologia Molecular).

Asi mismo se establece la identidad de la poblacién mestiza y sus di-

ferencias con otros grupos étnicos.

Algunas dificultades en el andlisis de enlace de polimorfismos le son
inherentes a la metodologia y sélo pueden ser evitadas manteniendo atencién y
vigilancia en los detalles como pueden ser la mala identificacién de la muestra, el
no tener disponibles a los miembros de la familia, fallos técnicos como es una res-
triccién parcial, errores en pipeteo, contaminacién de sondas, etc., el tener RFLP no
informativos, entrecruzamientos, asi como el mantener en mente que la paternidad

no siempre puede ser establecida (180,191,192,197).
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CONCLUSIONES

Mediante nuestro estudio se estableci6:
¢ Las frecuencias de los polimorfismos fueron:

IVS 18:Bcl-I

B1: 44.82%

B2:55.17%

IVS 19:Hind-IIT

H1: 53.45%

H2: 46.55%

¢ Las frecuencias de polimorfismo entre poblacién sana y enferma es la misma por

lo tanto no existe asociacién entre el cuadro clinico y el tipo de polimorfismo.

¢ El indice de heterocigocidad para ambos polimorfismos en la poblacién estu-
diada fue igual 43.6%, por lo que se puede emplear indistintamente cualquiera

de ellos para la deteccién de portadoras.

¢ La frecuencia de los polimorfismos fue:
Bl/Hl1= 1.72% B2/H1 =53.45%
B1/H2=4137% B2/H2= 3.44%

¢ En algunos casos fue posible detectar mutaciones de novo por el analisis de

RFLPs.

¢ Se establece la identidad de la poblacién mestiza y sus diferencias con otros

grupos étnicos.

Asi mismo dada la frecuencia de heterocigocidad en ambos marcado-
res éstos pueden ser de gran utilidad en el diagnéstico prenatal y la deteccién de

portadoras en poblacién mexicana.
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HOJA DE CAPTACION DE DATOS

L-FICHA DE IDENTIFICACION 00O FECHA

NOMBRE

1.- REGISTRO (0200304 U506
2.-LUGAR DE PROCEDENCIA veranexo) Urs

3.-DIRECCION COMPLETA

4.- EDAD ACTUAL EN ANOS 00.00e
5.- ORIGEN ETNICO (ver angxoy PADRE [y MADRE [y
ABUELO P [y, ABUELA P;5 ABUELO M ABUELA M [
6.-EDAD DEL ABUELO MATERNO AL NACIMIENTO DE LA MADRE 00014
7.- EDAD DE LA ABUELA MATERNA AL NACIMIENTO DE LA MADRE 0 15
8.- EDAD DE MADRE AL NACIMIENTO DEL CASO INDICE 006
9.-TIPO DE HEMOFILIA: ¢ - HEMOFILIA A 1= HEMOFILIA B (01
9a.- SEVERIDAD DE LA HEMOFILIA: g-sEVERA 1-MODERADA 2= LEVE [hs
10.- EDAD DE LAS MANIFESTACIONES CLINICAS EN ANOS 00,0019
11.- EDAD AL DIAGNOSTICO DE HEMOFILIA EN ANOS 0000k
12.- CONSANGUINIDAD DE LOS PADRES ¢-no 1= 5 9= SE IGNORA [t
13- TALLA 0022
14.- PESO 0002
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MOTIVOS DE LA SOSPECHA DIAGNOSTICA

15.- SANGRADOvEr cLAVES)

16.- HISTORIA FAMILIAR : 9=-NO 1=SI 9=SE IGNORA

ANTECEDENTES

VARIABLES 17 A 23 ANOTAR EL NUMERO

17.-NUMERO DE HERMANOS AFECTADOS

18.- NUMERO DE HERMANOS SANOS

19.- NUMERO DE HERMANAS

20.- NUMERO DE TIOS MATERNOS AFECTADOS

21.- NUMERO DE TIOS MATERNOS SANOS

22.- NUMERO DE PRIMOS HERMANOS MATERNOS AFECTADOS

23.- OTROS FAMILIARES AFECTADOS

ANTECEDENTES PERSONALES

VARIABLES 24 Y 25 ANOTAR NUMERO

22.- NUMERO DE HOSPITALIZACIONES

23.- NUMERO DE TRANSFUSIONES

24.- NUMERO DE APLICACIONES DE CRIOPRECIPITADOS

25.- NUMERO DE APLICACIONES DE FVIII RECOMBINANTE
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COMPLICACIONES

26.- AFECTACION EN ARTICULACIONES (ver anExo) (a6
27.- INFECCIONES VIRALES (ver anexo) Osz
ARBOL GENEALOGICO

26.-ENZIMAS DE RESTRICCION
27.-PATRON DE RESTRICCION:

28.-PATRON DE SSCP
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GENOTIPO

NOMBRE

PARENTESC

CLAVE AR-

BOL

PRUEBA

TIPO

EXON

INTRON

GENOTIPO Cr1/Cr2
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ANEXO DE HOJA DE CAPTACION DE DATOS

VARIABLE 2: LUGAR DE PROCEDENCIA:

1.- AGUASCALIENTES 17.- MORELOS

2.- BAJA CALIFORNIA NORTE 18.- NAYARIT

3.- BAJA CALIFORNIA SUR 19.- NUEVO LEON
4.- CAMPECHE 20.- OAXACA

5.- COAHUILA 21.- PUEBLA

6.- COLIMA 22.- QUERETARO
7.- CHIAPAS 23.- QUINTANA ROO

8.- CHIHUAHUA 24.- SAN LUIS POTOSI
9.- DISTRITO FEDERAL 25.- SINALOA

10.- DURANGO 26.- SONORA

11.- ESTADO DE MEXICO 27.- TABASCO

12.- GUANAJUATO 28.- TAMAULIPAS
13.- GUERRERO 29.- TLAXCALA

14.- HIDALGO 30.- VERACRUZ

15.- JALISCO 31.-YUCATAN

16.- MICHOACAN 32.- ZACATECAS

VARIABLE 5: ORIGEN ETNICO:

1.- MESTIZO (INDIO-ESPANOL)
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2.- ANGLOSAJON
3.- MEDITERRANEO (FRANCES, ITALIANO, GRIEGO).

4.-JUDIO ASHKENAZAI

5.- SEFARADITA

6.- NEGRO AFRICANO

7.- ARABE

8.- ORIENTAL (CHINO, JAPONES)
9.- OTROS

VARIABLE 15: SANGRADO

1.- MUCOSAS

2.- MUSCULAR

3.- INTRACRANEANA
4.- OTROS

VARIABLE 26 Y 27: COMPLICACIONES

AFECTACION EN ARTICULACIONES
1.- RODILLA

2.- TOBILLO
3.- CODO

4.- HOMBRO
5.- CADERA
6.- MUNECA
7.- OTROS
INFECCIONES
1.-SIDA
2.-HEPATITIS
3.- OTROS

9.- SE IGNORA
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