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RESUMEN

Las hemofilias A y B son los padecimientos hemorragicos hereditarios mas
frecuentes, debidos a la deficiencia de Jos factores VIl y 1X de la coagulacion
respectivamente. Se transmiten con un patrén de herencia ligado al X recesivo,
por o que encontramos tipicamente varones afectados y mujeres portadoras.

El asesoramiento genético en ambas entidades esta dirigido
consecuentemente al diagndstico de portadoras.

La gran heterogeneidad mutacional de las hemofilias A y B obliga a utilizar
métodos indirectos para dicho fin, basados en el empleo de polimorfismos
intragénicos.

A partir de un estudio en el que se identificaron los polimorfismos de
restriccion (RFLP’s) de mayor informatividad en mujeres normales de nuestra
poblacién, se seleccionaron los marcadores Bcll y AlwNI del gen FVHI y los
marcadores Hinfl, Tagl y Hhal de! gen FiX.

Mediante la amplificacién por PCR de las regiones intragénicas especificas
y su digestién con enzimas de restriccion para la deteccion de los RFLP’'s
mencionados, se analizd la segregacidon de sus alelos en geles de
poliacrilamida tefidos con nitrato de plata.

En el presente trabajo se estudiaron 24 familias con hemofilia A y 10
familias con hemofilia B, y fue posible realizar el diagnéstico de portadoras en
13 familias informativas para alguno de los marcadores probados: 7 familias con
hemofilia A (29%): 3 casos familiares y 4 esporadicos, y 6 familias con hemofilia
B (60%): 4 casos familiares y 2 esporadicos.

En total se analizaron 40 mujeres encontrando 2 portadoras, 18 no
portadoras y 20 a quienes no fue posible diagnosticar. Asi de acuerdo con los
resultados anteriores se logro diagnosticar a 41% de los casos en las familias
con hemofilia A y a 65% de los casos en las familias con hemofilia B.
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1. Hemostasis

La hemostasis involucra un grupo de proteinas plasmaticas y plaquetas
que interaccionan con el endotelio vascular. En el sitio del dafo vascular
primeramente se forma un tapén de plaguetas seguido de un coagulo de fibrina.
La formacion de! tap6n de plaquetas requiere del factor von Willebrand, el cual
es una proteina del plasma que forma un puente entre el tap6n plaquetario y el
subendotelio.

Esta reaccién es llamada “adhesion plaguetaria” e involucra un receptor
de membrana especifico de plaquetas llamada glicoproteina Ib que se une al
factor von Willebrand.

La adhesién plaquetaria es inmediatamente seguida por la agregacion
plaguetaria; en esta reaccion el fibrinégeno forma un puente entre fas plaquetas
uniéndolas unas a otras por medio de una glicoproteina liamada lib/illa. Duranie
la formacién del tapdn de plaquetas, los fosfolipidos hacen posible que la
cascada de la coagulacién se lleve a cabo.

LLos eventos precisos que disparan la cascada de la coagulacion son adn
desconocidos, pero parece que e) factor tisular, una giicoproteina de superficie
celular del subendotelio, juega un pape! importante en el proceso.

Las proteinas plasmaticas que participan en la cascada de la coagulacion
circuian en la sangre como precursores o formas inactivas, estas proteinas son
convertidas a enzimas o cofactores que eventualimente conducen a la
generacion de trombina y de fibrina. Las proteinas plasmaticas y sus cofactores
se designan comdnmente con nuimeros romanos (cuadro 1).

Se ha demostrado que las proteinas plasmaticas involucradas en la
formacién de fibrina y su regulacién, a menudo comparten una homologia
considerable en la secuencia de aminoéacidos, funcién fisiolégica y mecanismo
de accion.

Las proteinas dependientes de vitamina K como son protrombina, factores
VI, I1X, X, proteina C y proteina S, comparten dominios comunes. Todas ellas,
excepto la proteina S, son convertidas a proteasas de serina por protedlisis
menor. De la misma manera los factores V y Vi son grandes cadenas sencillas
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de glicoproteinas con una secuencia homologa considerable. Estas dos
proteinas también participan en la cascada de la coagulacién como cofactores
de las proteasas en presencia de calcio y fosfolipidos seguida de su activacion
por una protedlisis menor. Similarmente, e! factor Xl y la precalicreina son
moléculas altamente homélogas, que comparten dominios comunes y son
convertidas a proteasas de serina por protedlisis menor (1).

Cuadro 1. Nomenclatura asignhada para los factores de la cascada de la coagulacion,
proteinas asociadas y plaquetas.

Designaciéon Nombre comin

numérica

Factor | Fibrinégeno

Factor I} Protrombina

Factar il Factor tisular

Factor IV iones de Caicio

Factor V Proacelerina

Factor Vi Proconvertina

Factor VIl Factor antihemofilico

Factor X Factor Christmas

Factor X Factor Stuart

Factor Xi| Antecedente de tromboplastina del plasma
Factor Xif Factor Hageman

Factor Xilii Factor estabilizante de fibrina

Precalicreina

Kinindgeno de alto peso molecular (HMW)
Proteina C

Proteina S

Antitrombina Il

Cotactor de heparina Il

Factor von Willebrand

Plaquetas




CASCADA DE LA COAGULACION
YiA INTRINSECA ViA EXTRINSECA
Trombina, Dafo Yascular
/ Superficie
Factor Xa
Factor Xi FactorXia Trombina Factor Tisular
Factor Y1l .
—— Factor IXa
/ o Ca2+ Factor ¥if
Factor Ylia
Factor 1X y Factor Vil
Factor Tisufar ¢ 14 ,
Factor iXa Co2+ actor Tisuler
Factor Yiila
Caz+ FL
Factor X cerh
Factor IX
Factor ¥

Factor Ya
Ca2+ PL

Factor Xa
Ca2+ PL

Protrombina.
Factory

Trombina
m Fastor X1H
Fibrindgeno Fibrina CaZ+
Fibrins.
s Factor X{iia

FL = Fosfolipidos Fibtina (puentes entrecruzados)

f IG. 1 Cascada deta.coagulacién yformacion de fibrina porla.via extrinseca (der., flechas gruesas) e
intrins eca (izq., flechas delgadas), ressltandola participacion de los factores VIl yIX(en negrita).
Armnbas vias convergen enlaformacidn deifactorXa. Tomado Davie E.W. etal., 1991, citado en(1).



2. Qué es la hemofilia

Tanto la hemofitia A como 1a hemofilia B son enfermedades hemorrédgicas
hereditarias, transmitidas con un patrén recesivo ligado al cromosoma X,
producidas por la falta de un factor de la coagulacién distinto.

El diagndstico preciso de la enfermedad se basa en métodos de
laboratorio, el tratamiento etioldgico consiste en administrar el factor deficiente.

La hemofilia A (carencia del factor Vill) es la que presenta el mayor
numero de transtornos de la coagulacion descritos en la literatura médica. La
hemofilia B (deficiencia del FIX) constituye 1 de cada 5 casos. Ambos tipos
dependen exclusivamente de la transmision hereditaria de la mutacién aunque
es muy comun la aparicidn de nuevas mutaciones en ambos genes; ef gen
anormal heredado origina un retardo de la coagulacion, debido a la dificultad de
la formacion de tromboplastina.

Ambas se manifiestan por la presencia de hemorragias, en general muy
intensas, provocadas por traumatismos a menudo insignificantes, hasta tal punto
que dichas hemorragias, de localizacion muy diversa, pueden aparecer
espontaneamente.

Ei tratamiento comprende fa prevencién de posibies accidentes’(evitar
gjercicios violentos, etc.), el tratamiento genera!l de las hemorragias y el de la
afeccion causal, consiste en la transfusion de sangre o plasma total en el caso
del FIX o crioprecipitado enriquecido en FVIii-von Willebrand (que contiene la
hemoglobina antihemofilica) (2). g B

s N
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1. Generalidades sobre hemofilia A

1.1_Caracteristicas de la_hemofilia A

1.1.1 Definicion

La hemofilia A es un transtorno hemorragico hereditario que se
caracteriza por una deficiencia en la actividad del factor Vill (FVill), el cual es
componente clave en la cascada de la coagulacién (3).

1.1.2 Frecuencia

Constituye el 85% de los trastornos hemorragicos hereditarios;
aproximadamente 1 de 5,000 a 10,000 varones nacidos vivos son afectados en
la poblacion (3).

1.2 Caracteristicas clinicas

1.2.1 Manifestaciones clinicas

El grado de severidad de la enfermedad estd determinado por los niveles
de FVill mediante una prueba de coagulacion basada en el tiempo parcial de
tromboplastina (TPT) (4). (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Severidad clinica de la hemofilia A.

Factor Vili Manifestaciones clinicas
(Urdi)
<2 Severa: Sangrado espontaneo

frecuente en articulaciones,
mdsculos y 6rganos internos.

2-10 Moderada: Algunos sangrados
espontaneos, hemorragias por
traumas menores.

>10-30 Leve: Hemorragia sélo después
de un trauma significativo o por
intervencion quirlrgica.

1 U = Cantidad coagulante del FVIl en una alicuota de 1 d! de plasma

De acuerdo a un criterio clinico que ha mostrado mayor correlacion con la
etiologia de la alteracion a nivel molecular, se ha establecido una nueva manera
de clasificacién de la hemofilia. Esta es aplicada tanto a hemofilia A como a B;
la severidad de este padecimiento se clasifica dentro de tres grupos: severa,
incluye a aquellos pacientes con episodios frecuentes de hemorragias (seis 0
mas por afio) y un historial de hemartrosis espontaneas involucrando a més de
una articulacion; la forma leve, incluye a aquellos pacientes con hemorragias
poco frecuentes y/o debidas a cirugias o traumas mayores; mientras que la
forma moderada, incluye a los pacientes cuyos rasgos clinicos son intermedios
de manera gue no encuadran dentro de las categorias anteriores (4).

Las zonas comunmente afectadas son las articulaciones como tobillos,
rodillas, caderas y codos.. Si en estos sitios no se tratan las hemorragias
intracapsulares, pueden causar inflamacion severa, dolor y rigidez. Las
hemorragias musculares se pueden percibir en cualquier sitio del cuerpo pero
mas comunmente en los misculos mayores (3).
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1.2.2 Diagnéstico clinico

Los casos de hemofilia severa se detectan con facilidad, porque desde el
nacimiento aparecen hematomas espontdneos cuando empiezan a gatear y es
comun que se presenten hemorragias en las articulaciones. En los casos de
hemofilia moderada y sobre todo leve, la mayoria de las veces se diagnostican
en la vida adulta y en algunas ocasiones no se llegan a identificar hasta gque se
tiene un trauma importante o una intervencién quirdrgica. _

La confirmacion del diagnéstico se lleva a cabo por la discriminacién de
la deficiencia del factor VIl del resto de las proteinas plasmaéticas con las
siguientes pruebas de laboratorio (3):

Tiempo parcial de tromboplastina (TPT)

Tiempo norma! de protrombina (TP)

Tiempo normal de coagulacién de trombina (TCT)
Tiempo normal de sangrado

Cuenta plaguetaria normal

1.2.3 Patofisiologia

Todas las caracteristicas clinicas de la hemofilia A son causadas por la
deficiencia del FVIII de la coagulacién. Los pacientes son incapaces de producir
niveles normales de factor VIii a causa de diversos tipos de mutaciones en el
locus del mismo.

La deficiencia del cofactor baja drasticamente el porcentaje de
produccion del factor Xa, aun cuando los demas factores de la coagulacion y
plaquetas estan presentes en cantidades normales (3). (Fig. 1).
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1.3 Estructura del gen del FVIil

1.3.1 Caracterisricas estructurales del gen del FVIll

El gen del FVHI contiene 186 kb (aproximadamente 0.1% del DNA del
cromosoma X) y consta de 26 exones y 25 intrones. La longitud de los exones
varia de 69 a 262 pb con excepcion del exdn 14 que tiene 3,106 pb y el exén 26
de 1,958 pb. Algunas de las secuencias intrénicas son bastante grandes, el
intrén 22 tiene 32 kb, y los intrones 1, 6, 13, 14 y 26 tienen de 14 a 23 kb. Ei gen
del FVIII estéd localizado en el cromosoma X, banda Xq28 (3).

LOCALIZACION Y ESTRUCTURA DEL GEN DEL FVIll
qter i+ — §~——rp— Region q28 del Cromosoma X
100 kb Factor Vil
10 kb 186 kb
1 234 56 10 13 14 15 18 22 23 26 (exones)
5’ 3
L PIb i TEEE | M1 1

FIG. 2 Localizacién cromosomica de! gen del Factor VIII (FVI).

1.4 Patologia molecular de la hemofilia A

1.4.1 Tipos de mutaciones en el gen del FVIlI

El gen del FVIII se caracteriza por presentar gran heterogeneidad
mutacional, por lo que cada caso podria considerarse como una mutacion
distinta. '

Hasta hace poco tiempo, la hemofilia A fue una enfermedad genética fetal
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y afecté a hombres que tuvieron poca oportunidad de reproducirse. Por lo tanto,
la frecuencia de genes observada para el padecimiento indica gue una gran
fraccién de casos puede aumentar por una nueva mutacién. Un gran nimero de
mutaciones pueden producir la enfermedad y mas del 50% de pacientes no
relacionados tienen una mutacién diferente (3).

1.4.2 Deleciones en el gen del FViii

Cerca del 95% de las mutaciones del FVIIl que han sido caracterizadas
por la busqueda de la region codificadora completa del gen, son mutaciones
puntuales que consisten en las substituciones, deleciones e inserciones de un
pequeiio numero de nucleétidos. Las deleciones se presentan en cerca del 5%,
mientras que las grandes inserciones ocurren por debajo del 1%. Las grandes
deleciones a menudo estan asociadas con la formacién de inhibidores y no
muestran una predileccion particular por una u otra region del gen de este factor.

La mayoria de los casos que resultan de la pérdida no homéloga de una
regiéon del gen, generaimente no son causadas por el mal apareamiento del
DNA homologo, como en el caso de las secuencias Alu, que ocasionan
entrecruzamientos desiguales (3).

1.4.3 Mutaciones puntuales en el gen del FVIll

Las substituciones de nucledtidos observadas, que generaimente
producen cambios de aminoéacidos, estan distribuidas por todo el gen.  Sin
embargo, hay ciertas regiones donde se ‘concentran como el dominio A2. En la
mayoria de estas mutaciones, tanto ia actividad como {a produccion del FVIii, se
reduce en el plasma por un mecanismo que se desconoce y es muy dificil su
estudio (3).
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1.4.4 Una mutaciéon “Hot Spot” en intrén 22 e inversiones
comunes involucradas en el gen del FVIll

Después def rastreo de mutaciones en todos los exones del gen del FVIIl
utilizando electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE), Higuchi et
al. {1991), encontraron las mutaciones causantes de cerca de! 90% de los
pacientes con hemofilia A leve y moderada.

Sin embargo, cuando se estudiaron pacientes severamente afectados por
el mismo procedimiento, se detectaron mutaciones séio en el 60% de éstos.

La dificultad para caracterizar ias mutaciones en hemofitia A severa fue
un misterio, incluso se comenzo a especular que otro sitio fuera del gen pudiera
ser el responsable de muchos casos del padecimiento severo. Naylor et al.
(1993) utilizé un estudio de transcripcion ilegitima del gen del FVill para
desenmascarar esta especuiacién y dié fos principios de una respuesta al
misterio. Encontraron que los transcritos de RNA eran interrumpidos entre los
exones 22 y 23 en 40% de los pacientes con hemofilia A severa. Estos
pacientes tenian una o mas mutaciones diferentes dentro del intrén 22. Dicha
region puede considerarse un sitio “hot spot” inusual para mutaciones porque
contiene un promotor que produce un franscrito que contiene 8 exones en intrén
22 que se conectan a los exones 23 al 26. Existen dos copias de este gen
duplicadas rio arriba en la regién telomérica.

Gitschier y col. (1985) propusieron recientemente un mecanismo de
apareamiento inusual entre éste gen anidado en FVIll y aiguno de los genes
duplicados en la region telomérica, asi una inversiébn ocasiona una
recombinacion homoéloga y con elio una de las dos posibles deleciones
mayores. Dicho modelo ha sido ya corroborado experimentalmente.

Asi, el 25% de los pacientes con hemofilia A (40% de casos severos)
pueden presentar este tipo de mutacién detectable faciimente en forma directa
para el diagnéstico prenatal y de portadoras (3).
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1.4.5 Hipermutabilidad del dinucleétido CpG

Un sitio “hotspot” de ocurrencia de mutacién existe en general en el DNA
gendémico humano en el dinucledtido CpG, en el cua! Ja mutacidn consiste en un
cambio de CG a TG, o si el cambio de C a T ocurre en la cadena
complementaria, se ocasiona un cambio CG a CA.

Estos dinuclebtidos CG son el lnico sitio “hotspot” conocido y ocurren
porque el residuo de citosina 5' a guanina es el Unico sitio de metilacién en el
DNA de mamiferos. Estas citosinas son metiladas por una metiltransferasa para
producir 5-metilcitosina. Cuando esta es desaminada espontaneamente en una
reaccion no enzimatica, se produce timina. Las sustituciones CG a TG o CA se
presentan en cerca del 35% de las mutaciones observadas en et gen del FVill y
representan del 25 al 40% de las mutaciones observadas en una amplia
variedad de seres humanos (3).

1.5 Diagnéstico prenatal y de portadoras

Las dos inversiones en intrén 22 son faciimente detectables por Southern
Blot y se presentan por arriba del 40% en las mutaciones del FVill en familias
con casos esporadicos severos. Asi, esta observacién altera fuertemente
nuestra posibilidad de proveer un consejo exacto para un grupo de familias que
presentan casos esporadicos de hemofilia A severa, debido a que la alta
incidencia de nuevas mutaciones ocasiona que el diagndstico de DNA no esté
disponible para muchas familias a quienes podria ser muy valioso un
diagnéstico preciso de portadoras. Esto ha cambiado para las familias en las
que los miembros afectados portan éste tipo de delecion.

Sin embargo, debido a la enorme variedad de otras mutaciones que
producen la enfermedad, en el 60% de los casos restantes, el diagnostico
prenatal y de portadoras por andlisis def DNA es lievado a cabo por deteccion
indirecta utilizando polimorfismos dentro y fuera de! gen  (con enzimas de
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restricciéon) (3). Las secuencias repetidas (repeticiones CA) han sido
encontradas en dos intrones del gen de! FVII y son también Utiles en este
proceso (5). Casi todas las familias son informativas para uno o mas
polimorfismos, pero de un 20 a un 30% de familias son informativas para
polimorfismos extragénicos Gnicamente. En estas familias, Ja posibilidad de
error en el diagnodstico es de 2 a 3% en algunas y de 4 a 6% en otras,
dependiendo ‘del nimero de meiosis en cuestién. Cuando un polimorfismo
intragénico es utilizado para el diagnégstico de portadora o afectado, ia
posibilidad de error es menor del 1%.

En familias con un sélo varon atectado, quien no porta una inversion-
delecion, hay a menudo mas incertidumbre para determinar el estado de
portadora por andlisis de ligamiento. Las portadoras del gen dei FVIii dafhado
tienen en promedio 50% del nivel det FVIII normal en su plasma. Sin embargo,
debido a la inactivacion aleatoria del cromosoma X (lionizacion) y a muchas
otras influencias fisiolégicas incluyendo la edad, ! grupo sanguineo y estado
hormonal, hay un sobrelapamiento entre los niveles del FVIll en portadoras e
individuos normales.

En la préactica del consejo genético, el andlisis bioguimico para deteccién
de portadoras en familias con hemofilia A es el (nico recurso cuando una
inversion no es detectada en el propdsito y el andlisis de ligamiento no es
informativo. A pesar de todo, éste sigue siendo un método valioso junto con el
analisis de DNA.

Cientos de familias se han sometido a diagnéstico prenatal y de
portadoras de la deficiencia del FVili por anaiisis de DNA, con resuftados que
generalmente son satisfactorios y con un minimo de error (3).

1.6__Hemofilia A en mujeres

La hemofilia A en mujeres es muy rara, a continuacién se presentan
algunas bases bioldgicas para esta observacién. Si la frecuencia de varones
afectados en la poblacién es 1 en 5,000, y un tercio de hombres afectados son
resultado de nuevas mutaciones ocurridas en mujeres quienes no  son
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portadoras de la enfermedad, entonces cerca de 1 en 7,000 varones heredan fa
enfermedad de una mujer portadora. Puesto qué las mujeres portadoras
presentan una oportunidad de dos (50%) de tener un varén afectado en cada
embarazo, la incidencia de mujeres portadoras podria ser aproximadamente 1
en 3,500. Una verdadera mujer homocigota resultara de la unién de un varén
afectado y una mujer portadora, con la incidencia de 1 en cada 2 mujeres
nacidas. Asf, la frecuencia en la poblacién general de mujeres afectadas
homocigotas seré aproximadamente de 1 en 50 miliones de mujeres.

Otro caso de hemofilia en una mujer es e! genotipo 45,X o sindrome
Turner (XO), en el que una mujer presenta hemicigosidad para los genes
ligados al X como los varones.

Una causa potencialmente mas frecuente es la lionizacién desfavorable
o inactivacién de uno de los cromosomas X més a menudo de lo normal,
resultando una situacion similar a fa de un varén hemicigoto afectado, con la
mayoria de las células expresando la mutacion del cromosoma X.

Una cuarta causa de hemofilia A en una mujer es una translocaciéon X-
autosoma invoiucrando un punto de ruptura dentro del gen det FVIIi. El gen dei
FVIit esta muy cerca al extremo del telémero del brazo largo del cromosoma X,
las translocaciones que involucran a este gen y el extremo de un brazo de un
cromosoma autosémico son detectadas por andlisis citogenético convencional.
Este tipo de translocacién, aunque raramente reportado hasta ahora, seria una
contribucién importante en la incidencia de mujeres con hemofilia A.

Una quinta causa posible es la isodisomia uniparental, la herencia de dos
copias de un cromosoma homoélogo de un par de uno de los padres sin la
herencia del otro par del otro padre. En este caso, la isodisomia uniparental
requerird la herencia de las dos copias del cromosoma X en una mujer afectada,
llevando la mutacién del FVHI de su madre portadora. Tal mujer, homocigota
para el gen o el cromosoma X, no seria viable.

La isodisomia ha sido observada en un caso de transmisién de varon-
varén de hemofilia A, en la que un vardn afectado pasé el cromosoma X y el
cromosoma Y a su hijo afectado, quien no recibié un cromosoma sexual de su
madre (3).
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2. Generalidades sobre hemofilia B

2.1 _Caracteristicas de ia_hemofilia B

2.1.1 Definicion

La hemofilia B constituye el 15% de fos trastornos hemorragicos siendo e!
padecimiento mas comun después de la hemofilia A (6). Se transmite con un
patrén recesivo ligado al cromosoma X; se caracteriza por una deficiencia en la
actividad del factor I1X (FIX), otro componente de la cascada de la coagulacion

(1.

2.1.2 Frecuencia

Aproximadamente 1 en 30,000 varones nacidos vivos son afectados en la
poblacién general (6).

2.2 Caracteristicas clinicas

2.2.1 Manifestaciones clinicas

At igual que fa hemofilia A, la hemofilia B se clasifica en tres grupos:
severa, moderada y leve de acuerdo al nive) de actividad del FIX en el plasma.
Los sintomas clinicos reflejan el nivel del factor I1X:C (actividad catalitica) en el
plasma prescindiendo del nivel del factor IX:Ag (nivel de antigeno) (1).
(Cuadro 3).
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Cuadro 3. Severidad clinica de la hemofilia B.

Factor IX Manifestaciones clinicas
(Wml)
<1 Severa: Sangrado espontaneo

frecuente en articulaciones,
musculos y érganos internos.

3-5 Moderada: Algunos sangrados
espontaneos, hemorragias por
traumas menores.

5-30 Leve: Hemorragia s6lo después
de un trauma significativo o por
intervencién quirurgica.

1 U = Cantidad coagulante del FIX en una alicuota de 1 ml de plasma

En el padecimiento de tipo severo la deficiencia del FIX se caracteriza por
sangrados espontaneos especialmente en las articulaciones. La enfermedad es
generalmente diagnosticada cuando el vardn afectado comienza a gatear 0
caminar. Un sintoma tipico en esta etapa es el desarrollo de grandes
hematomas que pueden tener el tamafio de una peiota de golf. Estos
hematomas deben ser observados para prevenir necrosis o cualquier trauma en
la piel.

Cuando los nifios afectados empiezan a pararse y caminar, las
hemorragias recurrentes de las articulaciones son las manifestaciones clinicas
mas obvias, apareciendo inflamacién muy dolorosa en esta regién. Las
articulaciones mas afectadas son las rodillas y los tobillos. Las hemorragias
musculares pueden ocurrir espontdneamente o después de un trauma severo
en pacientes con hemofilia severa. Los grandes grupos de musculos flexores
son también comunmente afectados.

Los pacientes con hemofilia B moderada presentan menos hemorragia
severas y las hemorragias masivas de fas articulaciones ocurren con menor
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frecuencia.

Los pacientes con hemofilia B leve generaimente no presentan
hemorragias espontaneas en las articulaciones, sin embargo presentan algunas
complicaciones especiales. La hemofilia leve no es diagnosticada sino hasta la
edad adulta y es detectada debido a cirugias o traumas. Los pacientes pueden
tener dificultad para mejorar dado que ellos pudieran presentar una fuerte
hemorragia inesperada y esto serviria como una llamada de alerta para un
posible diagndstico (1).

2.2.2 Patofisiologia

La hemofilia B es causada por la deficiencia del FIX afterando la cascada
de la coagulacion. El FIX participa en la etapa media del proceso y es
convertido a factor {Xa en presencia del factor Xia y iones de Calcio o de factor
Vlla, factor tisular y iones de Caicio. El factor 1Xa activa af factor X en presencia
del factor Vllla, iones de Calcio y fosfolipidos (1). (Figura 1).

2.3 Estructura del gen del FIX

2.3.1 Caracteristicas estructurales del gen del FIX

El gen del FIX esta localizado en el brazo largo del cromosoma X en la
banda Xq27 (4). Consta de 33 kb y su secuencia completa de nucledtidos ya ha
sido establecida. El gen contiene ocho exones y siete intrones; los ocho exones
codifican para 415 aminoacidos que forman la proteina inmadura circulante en
el plasma. Dos intrones contienen cuatro secuencias repetitivas Alu que van
de 188 nucledtidos (intrén 11) a 9,473 nuclestidos (intrén V1) (1).
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ESTRUCTURA DEL GEN DEL FIX

EXONES 1 23 4 5 6 7 8

- W TN THN

INTRONES 1 1

FIG. 3 Estructura del gen del Factor IX (FIX} localizado en q26-ter del cromosoma X.

2.4 Patologia molecular de la hemofilia B

Al igual que el gen del FVIil, el gen del FIX también presenta una amplia
heterogeneidad mutacional. La variacion fenotipica de la deficiencia del FIX ha
sido reflejada por la identificacion de un gran numero de anormalidades
moleculares en pacientes con hemofilia B (1).

2.4.1 Tipos de mutaciones en el gen del FiX

De las mutaciones identificadas, 12% son alteraciones génicas grandes
(deleciones parciales o totales, inserciones o rearreglos), 3% son deleciones o
inserciones de segmentos pequefios y 85% son mutaciones puntuales
(substitucion de bases). De las mutaciones puntuales, 75% son mutaciones de
sentido equivacado (cambian aminoacidos) y el 25% corresponde a mutaciones
sin sentido (crean codones de terminacion) (1).

Las anormalidades moleculares responsables de la deficiencia del FiX
han sido identificadas en la regién no codificadora de! extremo 5' terminal, en
las uniones intrén-exén y 96% de todas ellas se ha localizado en los ocho
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exones de {a secuencia codificadora.

Las anormalidades transcripcionales gruesas como defeciones parciales
0 totales del gen del FIX, inserciones, mutaciones frameshift (delecién o
insercion de uno o varios nucleétidos cambiando marco de lectura) y
mutaciones sin sentido, estdn invariablemente asociadas con hemofilia B de
tipo severa, y los niveles de circulacién del FIX que estdn marcadamente
reducidos o son indetectables. En suma, los pacientes severamente afectados
en quienes se desarrollan inhibidores del FIX, generalmente tienen una de estas
anormalidades genéticas.

Al igual que en el gen del FVIII, también se han detectado sitios “hot spot”
para mutacién correspondientes a regiones introgénicas ricas en CG (1).
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3. Diagnostico prenatal y de portadoras

Et estudio de una familia se realiza cuidadosamente reuniendo
informacién precisa sobre los varones afectados con hemofilia y los datos
familiares de al menos tres generaciones. Si se presentan dos generaciones
con miembros afectados el caso es familiar. Si el afectado es uUnico caso
conocido es considerado como caso aislado. Estas dos presentaciones del
padecimiento seran discutidas separadamente.

3.1 Casos familiares

La probabilidad de segregacion para una mujer portadora de transmitir el
gen danado a cada hijo, varén o mujer, es del 50%, mientras que un varén
afectado tendra sélo hijos varones normales e hijas portadoras.

Una portadora obligada se define como una mujer quien:

* Tiene un padre afectado (con la rara excepcion de que sea un mosaicismo
somatico).

* Tiene un hijo afectado y una hija que ha tenido un hijo afectado.

= Tiene un hijo afectado y algun familiar afectado por linea materna (7).

Para fines diagnésticos, en el presente estudio definimos también como
un caso familiar a aquel en que hay dos varones afectados, hijos de una mujer
sin antecedentes familiares del padecimiento. Por lo tanto a dicha mujer se le
considera portadora. ’
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3.2 Casos aislados

Un caso aislado puede resultar de ta transmisién del gen daiiado de Ia
hemofilia a través de mujeres asintomaticas en quienes el gen no se ha
expresado; de una mutacion nueva en la madre, ouna nueva mutacién en
el afectado (verdadera mutacién de novo)(7). La existencia de mosaicismo
somatico y mosaicismo por linea germinal tiene que ser tomado en
consideracion.

La proporcion real de mutaciones de novo dependeréa de la relacion entre
mutaciones surgidas en células germinales de varones contra mujeres. Si es
mas alto en hombres, una alta proporcion de madres de casos aislados seran
portadoras de la mutacion.

La relacién de las frecuencias de mutacion por sexo no ha sido bien
establecida; la mayaria de los estudios muestran una frecuencia de mutaciones
mas alta en varones que en mujeres. En hemofilia A la proporcién de varones
contra mujeres ha sido estimada como 5:0, 9:6 y 3.1 respectivamente en tres
estudios recientes. En hemofilia B ha sido estimado como 1:1.  Aun si esto es
cuidadosamente intrepretado, la mayoria de las madres de casos aislados son
portadoras. Para propoésitos practicos la probabilidad genética de ser portadora
para la madre de un caso aislado es del 85%.

Aunque esto podria implicar que 14% de las madres no portadoras
podrian ser mosaicos para lg mutacién y, por lo tanto, con riesgo de transmitiria

@.

3.3 Diagndstico motecular de hemofilias Ay B

Debido a la gran variedad de mutaciones de ambos genes, la
identificaciéon de la portadora se ha basado en el estudio molecular del DNA
analizando a varios miembros de la familia, incluyendo al varén afectado y a los
parientes del mismo. Se identifican sus alelos utilizando la tecnologia basada
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en la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), amplificando secuencias
intragénicas especificas de los loci de los factores Vil y IX.

La amplificacién de secuencias de DNA es una ventaja para el
diagnéstico prenatal y de enfermedades genéticas porque permite trabajar con
pequenas cantidades de DNA. El método de amplificacion fué ideado por Saiki
et al. (1985). En este método, los segmentos especificos de DNA son
amplificados enzimaticamente por la DNA polimerasa con el uso de pequefios
iniciadores de DNA que delimitan una regién de interés. Los ciclos
repetidos de la amplificacion enzimatica incrementan la cantidad de la regién
especifica de DNA méas de 200,000 veces.

El método se basa en el principio fundamental de que el DNA es una
doble cadena y que sus hebras son complementarias. Kogan et al. (1987)
modifico el procedimiento utilizando una DNA polimerasa termoestable ia cual
permitié la repeticién de ciclos para la sintesis de DNA a 63° C. La alta
especificidad de las secuencias para la reaccién de amplificacion a esta
elevada temperatura permitio la utilizacién de polimorfismos de restriccién como
marcadores de ligamiento para ser analizados por inspeccién visual de su
producto de digestion en geles de poliacrilamida. Kogan et al. (1987) utilizd el
método mejorado para detectar portadoras de hemofilia A y para diagndstico
prenatal (6).

Se han empleado algunos polimorfismos intragénicos en ios genes FVIll y
FIX, estos polimorfismos genéticos son variaciones naturales de {a secuencia
gendmica fa cual se presenta en més del 1% de la poblacidén general y pueden
ser utilizados como sefales adecuadas para rastrear genes mutados a través de
las familias.

Cuando el polimorfismo se presenta dentro del gen (polimorfismos
intragénicos), la probabilidad de que el marcador polimoérfico esté ligado a la
mutacion, esta en relacién con el tamario del gen. A la fecha no hay reportes de
eventos de recombinacién intragénica en fos genes FVIIl y FIX.  Asi se puede
asumir que el diagnéstico genético para ambos tipos de hemofilia, basado en el
andlisis de un polimorfismo intragénico en estas condiciones es
extremadamente preciso.

Para poder rastrear los dos alelos de los genes FVIll y FIX en las mujeres,
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es esencial que sean polimorficos para diferenciar el gen sano del
afectado. A esto se denomina ALELOS INFORMATIVOS.

Existen dos tipos de secuencias polimérficas dentro de ios genes de
hemofilia. Los minisatélites o microsatélites en regiones intrénicas son
repeticiones de secuencias altamente polimérficas al ser multialélicas. Los
méas frecuentes y sencillos son los polimorfismos bialélicos resultado de
sustituciones sencillas de nucledtidos ios cuales crean o destruyen sitios con
endonucleasas de restriccion (RFLP’s). La limitante de estos sistemas bialélicos
es que el nivel maximo de heterocigocidad o informatividad es del 50% (7).

Sin embargo, la simplicidad relativa del procedimiento y su aplicabilidad
a las hemofilias independientemente de la causa genética, ha hecho estos
andlisis extremadamente (tiles en la practica de estudios genéticos.

Es también claro que la identificacion de més polimorfismos,
particularmente en algunos de los grupos étnicos, podrian resultar en un
considerable incremento de la utilidad de estas técnicas (8).

3.3.1 Polimorfismos intragénicos en el diagnoéstico de
portadoras

Algunos de los polimorfismos tipo RFLP utilizados para e! locus del FVIII
son: AIwNI (intrén 7), el cual muestra una heterocigocidad del 33% y su empleo
aumento la informatividad a un 70% al ser usado conjuntamente con los
marcadores Bell y Xbal en poblacién norteamericana (9). El polimorfismo Bcfl
(intrén 18) ha sido el de mayor informatividad presentando un porcentaje de
heterocigocidad entre el 30 y 48% en distintas poblaciones (7, 10, 11).

Los polimorfismos utilizados para el locus del FIX son Hinfi (intrén 1), que
present6 36% de informatividad en un estudio realizado en poblacién caucésica
(12), Taq! (intrdn 1V) el cual presenta un 45% de heterocigocidad en poblaciones
caucésicas (12) aunque tiene limitada informatividad en grupos étnicos negros u
orientales (7, 13) y Hhal (extremo 3' terminal) que presenté6 48% de
heterocigocidad en un estudio de poblacion caucésica (14) y parece ser el mas
informativo en poblaciones orientales (7).
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En la figura 4 se ejemplifica la aplicacion de un RFLP en un caso de

hemcfilia familiar. A partir de la madre informativa il : 2, se observa que el caso

Il : 1 es no portadora al presentar el alelo sano de la madre (presencia del sitio)

y el caso Il : 2 es asignada portadora al presentar el alelo materno asociado a la
mutacion en su familia (ausencia del sitio).

o
Y

—— — — 100 pb

— 70 pb
30 pb

5

N
H

APLICACION DE UN RFLP: Anilisis de ligamiento de una mutacién causante de
hemotilia con un polimorfismo intragénico.

FIG. 4 Ejemplo hipotético del empleo de un polimorfismo del tipo RFLP para el diagnéstico
de portadoras de hemofilia. En este caso el fragmento de 100 pb (ausencia def sitio de
restriccion), es el marcador ligado con el alelo mutado y los fragmentos de 70y 30 pb
(presenciadel sitio), representan al marcador ligado con el aleio sano.

3.3.2 Ventajas de los polimorfismos intragénicos

De los métodos que se han empleado para la identificacion de
portadoras, el diagnostico molecular basado en el andlisis de la segregacién
familiar de RFLP’s intragénicos ofrece las condiciones deseadas, ya que
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cuentan con las siguientes caracteristicas:
Su presencia es independiente de la naturaleza de la mutacién (7,15).
No son afectados por la amplia variedad fenotipica individual (7).
Minimizan fa probabilidad de recombinacién con el sitio de la mutacién (7).

3.3.3 Desventajas de los polimorfismos intragénicos

A pesar de !as grandes ventajas de los marcadores intragénicos, es

necesario considerar algunas limitantes importantes de su empleo (7).

Son aplicables predominantemente en familias que tienen antecedentes de
afectados por linea materna, ya que su uso es limitado a ia exclusién del
estado de portadora en los casos esporadicos.

Se necesita contar con la disponibilidad del material genético de la mayoria
de los miembros de cada familia, al menos con ambos padres y el varén
afectado.

La madre de cada familia y portadora obligada debe ser heterocigota o
informativa para el polimorfismo, de manera que al poseer alelos con
polimorfismos diferentes se pueda identificar el alelo sano, de aquel asociado
a la mutacién y que poseen sus hijos varones afectados. Esto se define como
marcador informativo.

* Otro aspecto a considerar es la alta posibitidad de asociacién alélica o

desequilibrio de ligamiento entre los marcadores (7,13,16), por lo que deben
seleccionarse aquellos con segregacion independiente.

3.3.4 Estudios de Hemofilia a nivel molecular en poblacién
mexicana

En nuestro pais se empezaron a utilizar los polimorfismos intragénicos

detectados primeramente por Southern Blot (17) y posteriormente por medio de

la PCR (18) para el diagndstico de portadoras de hemofilia A. Enambos
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estudios se empled el polimorfismo de Bcf en intrén 18 del gen de! FVIII, el cual
resulté altamente informativo, siendo de utilidad diagnostica en el 90% de las
familias estudiadas (17) y presentando un porcentaje de heterocigocidad
alrededor del 48% en la poblacion analizada (18). Este resultado es semejante
a lo observado para dicho marcador en otras poblaciones (7, 10, 17,18).

Otro estudio molecular sobre hemofilia en nuestro pais es un trabajo que
se realiz6 por un grupo extranjero empleando familias mexicanas con casos
esporadicos de hemofilia B, en las que se caracterizaron las mutaciones en el
gen del FiX (19) y su origen en linea germinal.

Dada la limitada informatividad que ofrece un sélo polimorfismo, se
utilizaron conjuntamente los marcadores AlwNl'y Bcll para el gen del FVIll y los
marcadores Hinfi, Xmnl, Taqly Hhal para el gen del FIX en un estudio en nuestra
poblacién con el objetivo de conocer sus frecuencias en familias mexicanas
(20).

Los resultados de dicho estudio mostraron que ef empieo conjunto de
AIWNI J Beh permitié una heterocigocidad del 67% y el empleo de Hinfi, Taqgl y
Hhal logré una heterocigocidad del 57%.

Con el presente estudio se evaluaran dichos resultados aplicando los
mismos RFLP’s intragénicos de ambos loci en el diagndstico de portadoras de
familias afectadas con hemofilias A y B de nuestra poblacién.
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4. Polimorfismos intragénicos seleccionados

4.1 _Polimorfismos intragénicos del locus FVIll

4.1.1 Polimorfismo de AIWNI (intron 7)

Polimorfismo por la presencia de Adenina (A) 0 Guanina (G). Los autores
que caracterizaron esta variante polimérfica (9), la anatizaron por dos métodos:
1) como polimorfismo conformacional de cadena sencilla (SSCP) en un gel con
gradiente desnaturalizante (DGGE) y 2) como un RFLP, con base en el método
de modificacién enzimética de un producto amplificado (21), a! crear un sitio
para Alw NI en presencia de G utilizando un juego de iniciadores disefiados
para tal propésito (9).

4.1.2 Polimorfismo de Bch (intron 18)

El aislamiento del gen del FVIlIl ha permitido una bisgueda utilizando
RFLP’'s dentro de éste gen, y se ha reportado ia identificacion de un
polimorfismo revelado por ésta enzima de restriccion, la cual puede ser utilizada
para diagnostico en cerca del 42% de todas las familias, de acuerdo a datos
reportados de distintas poblaciones (11).
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4.2 Polimorfismos intragénicos del locus FIX

4.2.1 Polimorfismo de Hinf1 (intrén 1)

Efl polimorfismo es debido a la presencia 0 ausencia de una insercién de
50 pb, creade por la duplicacion o ausencia de duplicacién de dicho fragmento
(regién de DNA 2) y cuyas secuencias flanqueadoras son sitios para la enzima
Hinfi (caracterizadas durante la subclonacién del fragmento), pero el
polimorfismo no requiere ia digestiéon con la enzima, se detecta directamente por
electroforesis del fragmento amplificado (22, 23).

4.2.2 Polimorfismo de Taq | (intrén IV)

Uno de los polimorfismos més frecuentemente utilizado, ya que ha sido
examinado en cinco grupos étnicos (13). Presentd desequilibrio de ligamiento
con Xmn! (intrén ill), el cual se corrobord en el estudio realizado en poblacién
mexicana (20).

4.2.3 Polimorfismo de Hha | (extremo 3’ terminal)

Es el marcador mas informativo en distintas poblaciones dentro del focus
del FiIX enla regién 3'. Originaimente fue detectado en poblacién caucasica; se
encuentra en una region rica en CG por lo que se requiere de condiciones
especiales de amplificacién para evitar la formacion de estructuras secundarias

(14).
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La heterogeneidad mutacional caracteristica de las hemofilias A y B nos
obliga a utilizar un método indirecto para el diagnostico de portadoras basado
en el empleo de polimorfismos intragénicos de fos factores de la coagulacion Viil
y IX.  El diagnéstico molecular basado en el analisis de marcadores a nivel del
DNA no muestra variacion fenotipica. Dichos marcadores son independientes a
la naturaleza de la alteracién genética y al ser intragénicos no recombinan con
¢l sitio de fa mutacién, estos factores permiten que la confiabilidad que ofrece su
utifizaciéon sea mayor del 90% (7).

La aplicacién de este método para realizar el diagnéstico de portadoras,
basado en la técnica de PCR ofrece grandes ventajas, en comparacion con
técnicas como el Southern Biot aplicada también para este fin, ya que es méas
rapida, su costo es mas bajo y ademas requiere menor cantidad de DNA para la
técnica molecular (18).

En el estudio realizado en nuestra poblacién se encontré gue el empleo
conjunto de los marcadores Bcht y AIwNI para el gen del FVIIl presentd un 67%
de informatividad y los marcadores Hinfl, Taql y Hhal para el gen del FIX
presentaron un 57% de informatividad (20), por lo que se espera que un
porcentaje considerable de familias afectadas puedan ser diagnosticadas con

dicha estrategia.
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A. OBJETIVO GENERAL

1. Realizar la deteccién de portadoras de hemofilias A y B en familias afectadas
de poblacién mexicana a través del empleo de RFLP’s intragénicos de los

loci de los factores Vil y IX.

B. OBJETIVOS PARTICULARES

1.1 Estimar la informatividad de los marcadores AIwWN!y Bch para el gen del
FVIll, y Hinfi, Tagl y Hhal para ef gen del FIX en las madres de afectados

con hemofilia A y B respectivamente.

1.2 Realizar el diagnostico de portadoras en las familias afectadas utilizando
los marcadores informativos (emplear dos o0 mas si es posible para
corroborar resultados y aumentar la confiabilidad).

1.3 Conocer la utilidad diagnéstica de los marcadores en la deteccion de
portadoras, estimando el porcentaje de mujeres diagnosticadas en los
casos familiares y en los esporadicos.
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1. Descripcion del estudio

1.1 Tipo de estudio

Descriptivo, observacional y transversal.

1.2 Universo de estudio

Poblacién mexicana de varias regiones de! pais.

1.3 Composicién de la muestra

FAMILIAS CON HEMOFILIA A

Fueron captadas 29 familias con hemofilia A de las que se obtuvieron
datos clinicos, de genealogia y muestras de DNA a partir de sangre periférica
posteriormente a su consentimiento informado. (Anexo 3).

Dichas familias fueron clasificadas conforme a sus caracteristicas clinicas
y a la presentacion de ia enfermedad en la genealogfa de la siguiente forma:

Severidad clinica: 14 severas, 7 moderadas y 8 leves, de acuerdo al criterio
clinico de Eyster et al. (4).

Segregacioén de la mutacion: 16 esporadicas, 13 familiares.
Del total de familias captadas, se estudiaron 24 en las que fueron

disponibles miembros de al menos dos generaciones y el varén afectado, de las
cuales 7 fueron informativas: & para Bcll y 1 para AIwNI.
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FAMILIAS CON HEMOFILIA B
10 familias captadas con hemofilia B de las que también se obtuvieron

datos clinicos, de genealogia y muestras de DNA, previo consentimiento.
Severidad clinica: 3 severas, 6 moderadas y 1 leve.

Segregacion de la mutacién: 4 esporéac cas, 6 familiares.

Se estudiaron 10 familias de les que 6 resultaron informativas: 3 para
Hhal, 2 para Tagl y 1 para Hinfl.
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2. Protocolo de trabajo

1. Purificacién de DNA gendémico a partir de leucocitos (24,25) y
determinacién de la concentracién y pureza del DNA por método
espectrofotométrico y electroforesis en agarosa, con visualizacién con bromuro
de etidio (24). (Anexo 1).

2 Amplificacién de las diferentes regiones de los genes FVIIl y FIX de los
polimorfismos seleccionados por medio de PCR, de acuerdo a la
estandarizacioén en nuestro laboratorio de los protocolos originales. (Anexo 2).

a) Polimorfismos para hemofilia A: AlwWNI en intrén 7 y Bell en intrén 18.

b) Polimorfismos para hemofilia B: Ins/del de 50 pb delimitada por sitio de
Hinfi enintrédn |, Tagl en intrén IV y Hhal en el extremo 3’ terminal.

3. Digestién enzimatica de los productos amplificados en los casos que asi
fo requiera el analisis de los polimorfismos.

4 Corrimiento electroforético en poliacrilamida (26) de los productos
amplificados y/o digeridos para el analisis de los polimorfismos y su
visualizacién por medio de la tincién con nitrato de plata (27).

5. Seleccién de familias informativas para el diagndstico, correspondientes
a aquellas en que la madre del afectado sea heterocigota para algun
polimorfismo.

6. Aplicacion del marcador o marcadores informativos en las familias para
realizar el diagnéstico de portadoras. Repeticién de andlisis en dos ensayos
independientes para confirmar resultados y garantizar reproducibilidad.
Repeticion adicional en los casos en que la interpretacion fuera dudosa (baja
intensidad de bandas en la electroforesis).
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3. Descripcion de la metodologia

NOTA: Ver Anexo 1 para los procedimientos de prepacion de reactivos.
Ver Anexo 2 para tas condiciones de PCR y digestién con enzimas de
restriccién para el andlisis de los polimorfismos.

3.1 _Purificacion de DNA

3.1.1 Método de Fenol-Cloroformo (24)

Utilizado como un método de gran confiabilidad para obtener DNA de
alta pureza y rendimiento: empleado para preservar muestras a largo plazo sin
degradacién.

- Partir de 10 ml de sangre periférica colectados en tubos Vacutainer, que
contienen EDTA como anticoagulante.

- Adicionar dos volumenes de buffer de lisis de eritrocitos 10:1 (NH4Cl :
NH4HCO3) y refrigerar a 4°C por 10 min.

- Centrifugar 10 min. a 2.500 rpm.

- Descartar sobrenadante. resuspender el botén de células y adicionar el mismo
buffer para repetir los pasos anteriores.

- Resuspender el boton de células en buffer de lisis de eritrocitos 9:1

(NH4Ci:NH4HCO3) y refrigerar a 4°C por 10 min.

Centrifugar 10 min. a 2.500 rpm.

Repetir lavado si el botdn alin muestra restos de eritrocitos.

- Resuspender el boton celular en 10 ml de buffer de lisis de leucocitos
(Tris:EDTA:SDS, pH 8.0) y congelar a -20°C hasta su procesamiento
posterior.

- Descongelar el botén de leucocitos a temperatura ambiente e incubarlo a
37°C por 10 min.
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Adicionar 2.5 mi de NaClO4 3.5 M, 3 mi de fenol saturado con Tris : HCI 0.1 M,
pH 8.5 y 3 mi de cloroformo : alcohol isoamilico, 24:1.
Agitar los tubos suavemente con un rotador por 1 hr. a temperatura ambiente.
Centrifugar 10 min. a 7,500 rpm.
Tomar la fase acuosa, pasaria a otro tubo estéril y adicionar nuevamente 3 ml
de fenol saturado con Tris : HCI 0.1 M, pH 8.5 y 3 ml de cloroformo : alcohol
isoamilico, 24:1.

Agitar los tubos suavemente en un rotador por 30 min. a temperatura
ambiente.
Centrifugar 10 min. a 7,500 rpm.
Tomar la fase acuosa, pasarla a otro tubo estéril y adicionar 6 mi de cloroformo
- alcohol isoamilico, 24:1.

Agitar los tubos suavemente en un rotador por 15 min. a temperatura
ambiente.
Centrifugar 10 min. a 7,500 rpm.
Tomar la fase acuosa, pasaria a otro tubo estéril, adicionar dos volimenes de
etanol absoluto y dejar en reposo por 1 min.
Agitar suavemente por inversién hasta observar el DNA precipitado.

Pasar el DNA a un tubo Eppendorf de 1.5 ml y lavar con etanol absoiuto
mezclando suavemente.
Retirar el etanol al 100% con pipeta.
Anadir 1.0 ml de etanol al 70% Yy centrifugar a 13,000 rpm por 10 min.
Descartar el etanol y evaporar el excedente abriendo los tubos por 1 hr.
Resuspender el DNA en buffer Tris : EDTA, pH 7.5 (buffer TE), agitando
suavemente y refrigerar a 4°C hasta su utilizacién posterior.

Incubar el DNA a 55°C por 20 min. para disolver por ﬁorpﬁle}g/(agtﬁ\sﬁde}su
cuantificacion. N UFRL TS AR

EW“' v;,.‘l.—-; .ﬂ'f"l -
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3.1.2 Micrométodo de extracciéon de DNA por CTAB/DTAB
(25)

Método rapido de extraccién de DNA partiendo de poco material
biolédgico. Se obtienen resultados aceptables de pureza y rendimiento para
realizar ensayos de PCR.

- Tomar 300 ul de sangre periférica con EDTA como anticoagulante en un tubo
Eppendorf de 1.5 ml.

- Afadir 600 pl de buffer de lisis de DTAB.
- Incubar por 5 min. a 65°C.
- Retirar el tubo de la incubacién e inmediatamente anadir 900 ul de cloroformo

y agitar vigorosamente por 5 min.

- Centrifugar 10 min. a 14,000 rpm.
- Tomar la fase acuosa con una pipeta con punta estéril y pasar a otro tubo

Eppendorf de 1.5 ml.

- Adicionar 100 pl de solucion CTAB y 1 ml de agua desionizada estéril.
- En este paso se puede refrigerar el tubo a 4°C por 5 min. para agilizar la

precipitacién del DNA (paso opcional).

- Centrifugar 10 min. a 14,000 rpm.
- Decantar sobrenadante y afadir 300 i de NaCl 1.2 M y 1 mi de etanol

absoluto.

- Centrifugar 10 min. a 14,000 rpm.

- Decantar sobrenadante y afadir 1 mi de etanol al 70%.

- Centrifugar 10 min. a 14,000 rpm.

- Decantar sobrenadante y resuspender el DNA en buffer Tris : EDTA, pH 7.5,

agitando suavemente y refrigerar a 4°C hasta su utilizacién posterior.
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3.2 Cuantificacion de DNA

3.2.1 Cuantificacion por espectrofotometro (24)

Para determinar cuantitativamente la cantidad de DNA gendmico y la

cantidad de proteinas.

- Colocar 5 pl de muestra de DNA en una celda de cuarzo conteniendo 1 mi de
H20 destilada.

- Determinar absorbancia (densidad éptica, D.O.) a 260 nm y 280 nm.

- Cuantificar la concentracion de DNA a partir de dicha lectura por la férmula
siguiente:

[DNA ng/ul = D.O. 260 nm x dilucién (1005/5 pl) x 50 (factor constante)*]

* B0 es el coeficiente de extincién molar del 50 ng/pl de DNA que tiene la
maxima absorbancia de 1.0 unidad de D.O. a 260 nm.

- Determinar pureza del DNA (cantidad de proteinas), por el valor de la relacién
D.O. 260 nm / D.O. 280 nm, que debe ser entre 1.8 y 2.0 para considerarse
como satisfactoria.

3.2.2 Evaluacion del DNA por electroforesis en agarosa (24)

Para determinar cualitativamente la concentracién de DNA, su
concentracion de sales y estado de degradacién.

- Aplicar 2 pi de DNA en un gel de agarosa al 1% preparado con buffer TBE 1X.

- Mezclar la muestra de DNA con 3 pl de buffer TE y 1 ul de buffer de carga (jugo
azul) 6X.

- Utilizar TBE 1X como buffer de corrimiento en condiciones de voltaje constante
(60 V) por 1 hr. 30 min. o0 hasta que el colorante méas retardado (xilen-cianol)
haya migrado a 1 cm del pozo de aplicacién.

- Teiir el gel sumergiéndolo en bromuro de etidio 0.5 mg/ml por 5 min. y
visualizar el DNA con un transiluminador de luz U.V.
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3.3 Andlisis de los polimorfismos intragénicos

3.3.1 Condiciones de amplificacion de DNA por PCR (10)

Condiciones de reaccion de PCR

Reactivo Concentracion final
Buffer PCR 10X 1X
Tris 100 mM 10 mM
KCI 500 mM 50 mM
Mezcia de dinucledtidos (ANTP's) 10X 800 yM
dATP 25 mM 250 uM
dCTP 25mM 250 M
dGTP 25mM 250 yM
dTTP 25mM ' 250 uM
MgClz 25 mM Variable
Iniciador sentido 10 pmol
Iniciador contrasentido, 10 pmol
DNA templado 50 ng/u! (disuelto en H20 ultrapura) 100 ng
Tag-Polimerasa 5 U/yl 1U
H20 ultrapura Aforar a 25 pl

Buffer con EDTA Gnicamente para el marcador Hhal (ver anexo 2).

3.3.2 Comprobacién de la amplificacion de DNA

- Electroforesis de Agarosa al 2% preparado con TBE 1X.

Utilizar una alicuota de 5 pt de la mezcla de reaccién de PCR y mezclar con 2

yl de jugo azul 6X.

Condiciones de corrimiento: Voltaje constante a 120 V por 1-2 hrs.
Buffer de corrimiento TBE 1X.

Marcador de peso molecular: 50pb ladder
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- Tincién de DNA con bromuro de etidio 0.5 mg/ml por 5 min. y visualizar et DNA
con un transilumunador de luz U.V.

3.3.3 Digestion con enzimas de restriccion

- Preparar 1a mezcla de reaccion que incluye:
10 p! del producto amplificado por PCR
2 pl del buffer de reaccién 10X de la enzima correspondiente
2-5 U de enzima por reaccién
Aforar a 20 pl con H20 inyectable
- Cubrir la mezcla de reaccién con aceite en los casos en que la temperatura de
incubacion exceda los 40°C, para evitar la pérdida de volumen por
evaporacion.
- Realizar Ja incubacién durante toda la noche (15 hrs. aproximadamente) para
evitar digestiones parciales a la temperatura 6ptima de reaccion indicada para
cada enzima.

3.3.4 Analisis del producto de digestion

Realizada por electroforesis en geles de poliacrilamida al 6% (26):

- En condiciones estandares: preparar un gel de poliacrilamida (relacion
Acritamida-bis-Acrilamida 29:1) al 6%.

- Dar un pre-corrimiento de 10 min. a 200 V.

- Aplicar 12 pl del concentrado de la reaccién de digestién mezclados con 2
de jugo azul 6X.

- Condiciones de corrimiento: Voltaje constante a 200 V por 2-4 hrs.

- Buffer de corrimiento TBE 1X.

- Marcador de peso molecular: 50 pb ladder

- Visualizacién del DNA con tincién con nitrato de plata (27).
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4. Anélisis de resultados

TIPOS DE ALELOS

Nomenclatura Sitio de restriccion
Alelo 1 (-) Ausencia del sitio
Alelo 2 (+) Presencia del sitio

4.1 Asignacion de portadora

El procedimiento que se levd a cabo para asignar estado de portadora

fue el siguiente:

Se obtiene la genealogia de la familia identificando afectados.

Se identifica la forma de presentacién de la enfermedad (esporadica,
familiar).

Posteriormente se asignan los alelos correspondientes a cada miembro en
el &arbol genealdgico, de acuerdo al estudio realizado con los marcadores.
Se identifica el alelo asociado a la mutacién en la familia y se observa
quienes lo presentan para determinar el diagnéstico correspondiente,
asignando las siglas P., P.O., N.D.E, etc.

46
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4.2 Glosario de términos en arboles genealdégicos

Casos No Diagnosticados (N.D.)
N.D.F = No diagnosticado en caso familiar. No es posible descartar estado de
portadora al no distinguir si presenta alelo sano o afectado por tener madre

portadora no informativa.

N.D.? = No es posible diagnosticar al no estar disponible la muestra del padre o
de la madre.

N.D.e = No diagnosticado en caso esporadico. Riesgo considerable de ser
portadora al presentar el alelo asociado a la mutacién.
Casos diagnosticados
PO = Portadora obligada por genealogia.
P = Portadora.
N.P. = No portadora.
P.? = Posible portadora. No es posible saber si la madre del caso esporadico es

portadora, hasta identificar en ella la mutacién directamente.

N. 1. = No informativa, mujer homocigota para el polimorfismo.

+ Signo para resaltar a los individuos analizados én el estudio moiecular en
los que la muestra de DNA fue disponible.
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1. Electroforesis en poliacrilamida para la deteccion de
alelos de los RFLP’s seleccionados

En las figuras que se muestran a continuacién se presentan los sistemas
de alelos para cada uno de los marcadores utilizados para el gen FVIiI, asi como
para los marcadores del gen FiX.
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1.1 Marcadores Intragénicos del locus FVIl
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1.1.1 AlwNI
Sistema de Alelos. Alelo 1: Fragmento de 260 pb.
Alelo 2 : Fragmento de 232 pb.
Marcador 50 pb ladder (marca Sigma).
(Pb) 200 | )
700 CARRIL ALELOS
500 1 22
450 2 11
3 12
400
350
260
232 250
200
FIG. 5 Marcador AlwN!
1.1.2 BcA

Sistema de Alelos. Alelo 1 : Fragmento de 142 pb.

de 99 pb.

Alelo 2 : Fragmento
1
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FIG. 6 Marcador 8ch
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1.2 Marcadores intragénicos del locus FIX

1.2.1 Hinf

Sistema de Alelos. Alelo 1 : Fragmento de 375 pb (insercién de 50 pb).
Alelo 2 : Fragmento de 325 pb (delecién de 50 pb).

Marcador 50 pb ladder (marca Sigma).

(pb) .
CARRIL ALELOS
1 22
45¢ 2 12
375
325] 350
250

FIG. 7 Marcador Hinfl.

1.2.2 Tagl

Sistema de Alelos. Alelo 1 : Frgamento de 343 pb.
Alelo 2 : Fragmento de 172 y 171 pb.

12 3
®o) ., yes . |Marcador 50 pb ladder
as—d Ad bk 359  (marca Gibco).
250
CARRIL ALELOS 200
1 11 17172
2 22 150
3 12
100

FIG. 8 Marcador Tagql
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1.2.3 Hhal

Sistema de Alelos. Alelo 1 : Fragmento de 230 pb.
Alelo 2 : Fragmento de 150 y 80 pb.

1 23
Marcador 50 pb ladder (marca Gibco).
(pb)
250
230
200 TNy
100 -
80—
FIG. 9 Marcador Hhal A Lol
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2. Analisis de segregacion de alelos en las familias
informativas para el diagndstico de portadoras

A continuacién se presentan las genealogias de cada una de las familias
analizadas, mostrando el resultado de acuerdo a la segregacién de los alelos
obtenidos por los marcadores aplicados en ellas.
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3. Resultados globales del diagndstico de portadoras en

familias informativas

3.1 _Resuliados de los marcadores para el gen FVIil

Severidad | Segregacion | # Familia | No. casos| Marcador | P.[N.P.|N.D.
clinica |de la mutacién a Dx empleado
Severa Esporadica 1 2 Bchl - -12
Severa Familiar 2 7 Beh 1121 4
Severa Esporadica 3 1 Bch -1 ] -
Leve Esporadica 4 1 Bch - -1
Leve Familiar 5 2 Bceh - 1 1
Severa Esporadica 6 3 Bcth e 1
Severa Familiar 7 1 AlwNI el e
2casos=L] 3casos=F TOTAL 17 11 6 | 10
5casos =S| 4casos=E
+ {a informatividad o porcentaje de familias informativas para algin marcador

del total de familias estudiadas fue de 7/24 = 29%.
* El'marcador AlwNI fue informativo en 1/7 familias = 14%.
* El marcador Beft fue informativo en 6/7 familias = 86%.
* La utilidad diagndstica o porcentaje de casos diagnosticados (P + NP) fueron
7/17 casos estudiados = 41%.
» Los casos no diagnosticados fueron 10/17 = 59%.
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Severidad | Segregacion | # Familia | No. casos| Marcador | P.{N.P.|N.D.
clinica de la mutacion aDx
Severa Familiar 1 3 Taqi 1] 1 1
Leve Familiar 2 2 Tagl/ Hhal| -} 1 1
Moderada | Esporédica 3 3 Hhai -~-13
Severa Esporadica 4 7 Hhal ~15 2
Moderada | Esporadica 5 3 Hhal -1 1 2
Moderada | Esporadica 6 5 Hinfi - 11 4
1caso=L 4casos=F TOTAL 23 11121 10
2casos=$S 2casos=E
3casos=M

* La informatividad o porcentaje de familias informativas para alguno de fos
marcadores del total de familias estudiadas fue de 6/10 = 60%.

* El marcador Hinfi fue informativo en 1/10 familias = 10%.

*  Elmarcador Tagi fue informativo en 2/10 familias = 20%.

« El marcador Hhal fue informativo en 3/10 familias = 30%.

* La utilidad diagndstica o porcentaje de casos diagnosticados (P + NP) fueron
13/23 = 56%.

* Los casos no diagnosticados fueron 10/23 = 43%.
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4. Observacion de la presencia de una posible delecién

En uno de los pacientes estudiados, familia No. 5 de hemofilia B, no se
obtuvo producto amplificado del polimortismo Hhal de la regién 3’ del gen FIX, lo
cual sugirié una posible delecion en esta regién. Esta observacién fue
corroborada con un estudio en el que se comprobd la presencia de una
delecién mayor a 100 kb en este paciente (Jaloma A. R., comunicacién
personal).

Otro punto interesante en la misma familia, fue que los marcadores
utilizados (Tagl y Hhal) coincidieron en los resultados de! diagndstico, por lo que
se aumentod la confiabilidad.

También hubo ausencia de amplificacion para el mismo polimorfismo en
otro paciente de! que fue corroborada otra delecion mayor (Jaloma A. R.
comunicacion personal). Dicho caso no se incluyé en el presente trabajo ya
que no se logrd el diagndstico de portadoras por la falta de informatividad de los
polimorfismos en dicha familia.
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1. Diagnéstico de portadoras.

Este estudio nos permitié el uso de marcadores ttiles en nuestra
poblacién, corroborados en estudios anteriores (17,18,20).  Aunque no todas -
las familias resultaron ser informativas para estos marcadores, en una gran
parte de elios fue posible dar un diagnéstico seguro.

Los marcadores para el gen FVill (AlwNl y Belt) empleados en las familias
informativas para estos (7/24), presentaron una informatividad o heterocigocidad
del 29%; mientras que los marcadores para el gen FiX (Hinfi, Taql y Hhal) en las
familias informativas (6/10), tuvieron una informatividad del 60%.

El porcentaje de mujeres diagnosticadas con los marcadores del gen FVIiI
fue de 41% y no diagnosticadas de 59%.

Para los marcadores del gen FIX, el porcentaje de mujeres que fueron
posible diagnosticar resulté de 52% y aquellas en las que no fue posible dar un
diagndstico de 48%.

La principal limitante para brindar el diagndstico certero fue el
considerable nimero de casos esporadicos en la muestra analizada (6/13
familias = 46%) y la falta de informatividad de aigunas de las portadoras
obligadas.

2. Diagnéstico de portadoras en casos aislados.

En ésta situacidon se presentan ciertas limitantes en cuanto a la
asignacion de un diagndstico, ya que no se sabe con certeza el individuo en el
que surgié la mutacién, lo que hace casi imposible realizar el diagnéstico por
medio de polimorfismos dados por los marcadores.

Aunque se debe considerar la posibilidad de mosaicos no somaéticos o
germinales, se ha encontrado que en el 85% de los casos aislados, las mujeres
con hijos afectados son portadoras (5).

En 4 de 6 familias con casos esporadicos (67%), fue posible descartar
portadoras, con lo que se observd una importante utilidad de los marcadores
aun en estas circunstancias, ya que se diagnosticaron 9 de 21 individuos.

3. Ventajas y limitantes del empleo de polimorfismos RFLP’s. Para realizar
el diagnéstico en las familias, antes que nada las mujeres deben ser
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polimérficas, es decir, deben presentar los alelos que nos ayudan a diferenciar
el alelo sano del que estd asociado a la mutacion (heterocigocidad o
informatividad). El! namero de familias informativas estudiadas fue de 13,
encontrando 7 para los marcadores del FVIll y 6 para los marcadores del FIX.

Aunque se empleé méas de un RFLP por locus, caso la totalidad de ias
familias fueron informativas sélo para un polimorfismo, encontrando que fue
mitado su empleo sobre todo en el gen del FVIill, ya que fueron informativos
sblo en el 29% de las familias, a pesar de que el marcador Bch se habia definido
como altamente informativo en nuestra poblacién (20).

Se obtuvieron mejores resultados globales con los marcadores del gen
del FIX, ya que 60% de las familias fueron informativas para al menos uno de los
tres RFLP's empleados.

Dado que estos resuitados nos ofrecieron un alcance diagnostico limitado
y debido a! gran porcentaje de casos esporadicos (6/13 = 46%), se plantean dos
estrategias diagnodsticas.

a) Gen Fviil

Probar polimorfismos multialélicos en los intrones 13 y 22 del gen FV!iI
(5) y el procedimiento de Southern Biot para la deteccién de la
delecién/insercidon en intron 22 en los casos severos. Para los casos
moderados y leves, utilizar la estrategia de anéalisis de polimorfismos de cadena
sencilla (SSCP), como tamizaje previo a la deteccion directa de fa mutacién que
es compleja por el tamafio del gen (186 kb) (3).

b) Gen FIX )

Dado que el tamafio del gen es mas accesible que el FVIil y que fa
mayoria de las mutaciones se encuentran en regién codificadora (2.2 kb), tratar
de implementar la deteccion directa de mutaciones por secuenciacion (7).

Finalmente es importante sefalar que el analisis de polimorfismos
intragénicos por PCR es una técnica rapida, sencilla y altamente reproducible, lo
cual le da una contiabilidad diagnéstica mayor al 90%, sin embargo fueron
evidentes sus fimitantes en este estudio.
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. Se observd con este estudio que la informatividad alcanzada para los
marcadores del gen del FVIlI fue de un 14% para las famiiias informativas del
marcador AWNI y de un 86% para las familias informativas del marcador Bcf,
en el gen del FVill.

En el gen del FIX ia informatividad alcanzada fue de un 10% para las familias
informativas del marcador Hinfl, de 20% para Taq! y de 30% para Hhal.

. La aplicacion de los marcadores en la deteccidon de portadoras nos brindd
una gran utilidad al permitirnos un diagndstico en el 86% de casos
familiares y de un 67% de casos esporadicos.

. Se observé una gran utilidad del diagndstico basado en PCR, con la
potencialidad incluso de observar ciertos tipos de mutaciones como lo fueron
las deleciones grandes (>50 pb) en dos familias captadas.

. Para las familias en las que no fue posible dar un diagnéstico con el uso de
RFLP's, es necesario recurrir a la busqueda de nuevas técnicas, como el
analisis de polimorfismos multialélicos o la caracterizaciéon de mutaciones e
implementarlas de manera conjunta para cuando el caso asi lo requiera.
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ANEXO 1.

PREPARACION DE REACTIVOS
A. REACTIVOS PARA LA PURIFICACION DE DNA.

1. Buffer de lisis de Eritrocitos.

NHa4CI (PM53.49 g) 0.144M (7.7/1L)
NHsHCOs  (PM 79.06 g) 0.01M  (0.0791g/100 ml)
Esterilizar por autoclave.

Buffer 10:1 : 500 ml NH4Cl 0.144 M + 50 ml NHsHCO3 0.01 M
Buffer 9: 1 : 450 mI NH4Cl 0.144 M + 50 mi NHsHCOs 0.01 M

2. Buffer de lisis de Leucocitos.

Trizmabase  (PM121.1g) 0.1 M, pH8.0 (1211g/1L)
EDTA (PM 3722 ¢) 001M (3.72g/1L)
SDS 05% (5g/1L)

Disolver Trizma base en 3/ del volimen final y ajustar a pH 8.0 con HCI.
Adicionar el EDTA, el SDS, volver a ajustar a pH 8.0 y esterilizar por autoclave.

3. Solucion de Perclorato de Sodio 3.5 M.

NaClOs  (PM 122.44g) 35M (4.28g/10 ml)

Disoiver et NaClO4 en agua desionizada estéril, tomando en cuenta adicionar
2.5 ml a cada muestra, para una concentracion final de la sal de 0.7 M. Se
prepara en e! momento de su uso.

4. Solucién de Fenol saturado con Tris-HC1 0.1 M, pH 8.5

Procedimiento de saturacién de! Fenol:

a. Colocar el fenol en bafio Maria a 68°C para difundir los cristales.

b. Afadir hidroxiquinoleina como antioxidante e indicador de color, a una
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concentracion final de 0.1%.
c. Afadir un mismo volimen de Tris-HCI 0.5 M, pH 8.5 y agitar por 15 min.
d. Retirar la fase acuosa y volver a afiadir un volumen de Tris-HCI 0.5 M, pH 8.5
y agitar por 15 min.
e. Eliminar la fase acuosa y anadir un volumen de Tris-Hcl 0.1 M, pH 85 y
agitar por 15 min.
f. Retirar la fase acuosa y verificar con pape! indicador que el pH del fenot esté
por arriba de pH 8.0,
g. Afadir una décima parte del volimen de Tris-HCi 0.1 M, pH 8.5 conteniendo
0.2% de Beta-mercaptoetanol.
h. Conservar el fenol saturado en un frasco dmbar a 4°C por periodos no
mayores a 1 mes. De no ser asi, verificar que el pH del feno! esté por arriba de
pH 8.0.

5. Solucién de Cloroformo : Alcohol Isoamilico 24 : 1.

Cloroformo 24 voliimenes

Alcohol isoamilico 1 voliimen

Agitar ambos reactivos dentro de un frasco &mbar y preparar en el momento de
SU uso.

6. Buffer de Tris-EDTA, pH 7.5 (buffer TE).

Tris {(PM121.1 g) 0.1 M {0.0605 g /50 mi)

EDTA (PM 3722 g) 0.001 M {0.0186 g / 50 mi)

Disolver en agua desionizada, ajustar a pH 7.5 con HCl 1N y esterilizar con
autoclave.

7. Buffer de Lisis de DTAB.

Bromuro de Duodeciltrimetilamonio (DTAB) 8% (8g/0.11L)
Tris (PM 121.19g) 0.1M,pH86 (1.21g/0.1L)
NaCi (PM58.44 g) 1.2M (7g/0.1L)
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EDTA (PM372209) 0.05M (1.86g/0.1L)
Disolver el Tris y ajustar a pH 8.6 en 314 del volumen final, adicionar el DTAB, el
NaCly el EDTA y verificar nuevamente el pH antes de aforar al volumen final.
Esterilizar con autoclave.

8. Buffer de CTAB.

Bromuro de Hexadeciltrimetilamonio (CTAB) 5% {(5g/01L)
NaCl (PM 58.44 g) 04M (234g/0.1L)
Disolver ambas sales en agua desionizada y esterilizar con autoclave.

9. Solucién de NaCl 1.2 M.
NaCl (PM 58.44 g) 12M (7g/01L)
Esterilizar con autoclave.

B. REACTIVOS PARA ELECTROFORESIS DE AGAROSA Y
POLIACRILAMIDA.

10. BUFFER TBE 10X.

EDTA (PM 372.29) 0.01M (40mlidesol. 0.5M/1L)
Tris (PM 121.1 g) 0.89M (108.0g/1L)
Acido Bérico  (PM 61.844 g) 0.89M (55.04g/1L)

Preparar una solucion de EDTA 0.5 M (18.61 g / 0.1 L) adicionando lentamente
lentejas de NaOH para facilitar que se disuelva el EDTA. Ajustar pH 8.0.
Disolver el Tris en 800 mi de agua desionizada, adionar 40 ml de solucién de
EDTA 0.5 M, ajustar el pH a 8.0 con los 55.04 g del &cido bdrico y aforara 1L.
La concentracion de uso del buffer es 1X, diluyendo 10 veces en agua destilada.
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11. Gel de Agarosa al 1%.
Pesar agarosa de acuerdo al volimen del molde a utilizar, para una
concentracion del 1%. Adicionar TBE 1X y fundir la agarosa en calor, hasta que
no se observen grumos.
Si disminuye el volimen, compensar con agua destilada. Bajar la temperatura
hasta 55°C y vaciar en el molde evitando {a formacién de burbujas. Esperar al
menos 30 min. para que la agarosa gelifique a temperatura ambiente antes de
usar.

12. Buffer de carga o jugo azul 6X.

Azut de bromotenol 0.25% (25 mg/10mli)
Xilencianol 0.25% (25mg/10ml)
Glicerol 30% (3mi/10mi)

Mezclar ambos colorantes con el glicerol y aforar a 10 ml con agua desionizada.

13. Solucién de Bromuro de Etidio.

Para la tincion de los geles, se prepara una solucion stock (100X), a una
concentracién de 0.5 mg/m! disuelto en agua desionizada y se coloca en un
trasco protegido de la luz.

La solucién de uso contiene 1 ml de la solucién 100X por cada 100 ml de TBE
1X.

El bromuro de etidio es un compuesto CARCINOGENO, por lo que se debe tener
gran cuidado al utilizarlo, usando guantes y cubrebocas al manejario y
desechando adecuadamente el material que haya tenido contacto con él.

14. Preparacion de geles de Poliacrilamida (25).

a) Gel de Poliacrilamida al 6%, gel de 50 ml.

H20 34.5 mi
Persulfato de amonio (PSA) 10% 05 mi
Acrilamida : Bisacrilamida 30% (29:1) 10 m!
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Mezciar por inversion

TEMED 50 pl ‘

- Preparar 100 ml de una solucién stock de Acrilamida : Bisacrilamida 30% (29 g
de Acrilamida y 1 g de Bisacrilamida), en un frasco ambar.

- Colocar en un tubo graduado y con tapa el H20, el TBE, la solucidn Acrilamida
: Bisacrilamida y el PSA, mezcla suavemente.

- Adicionar el TEMED, cerrar el tubo y mezclar todos los componentes.

- Dado que el TEMED funciona como catalizador, se debe procurar vaciar esta
mezcla en un tiempo breve (segundos) para evitar que polimerice antes de
haberlo colocado completamente y acomodar el peine.

- Dejar polimerizar al menos 15 min. y dar un precorrimiento de 10 min. con
buffer TBE 1X a 100-200 V antes de hacer ei corrimiento de las muestras.

Nota: La acrilamida y bisacrilamida son. sustancias neurotdxicas y se debe
evitar el contacto mientras no hayan polimerizado.

b) Gel de poliacrilamida al 10%. TBE 1.5X, gel de 50 m.

H20 29.5 mi
Persulfato de amonio (PSA) 10% 0.5 mi
TBE 10X 7.5 mi
Acrilamida : Bisacrilamida 40% (19:1)* 12.5 mi
Mezcla por inversiEon

TEMED 50 pl

* Sol. stock: 38 g de Acrilamida + 2 g de Bis-Acrilamida por cada 100 mi.

15. Tincién rapida de geles de Poliacrilamida con Nitrato de Plata.
{Condiciones modificadas de! protocolo original, 27).

- Fijacion en solucion fijadora (etanol 10%, acido acético 0.5%) por 20 min.,
eliminar.

- Tincién con nitrato de plata al 0.2% disuelto en solucién fijadora (preparado en
el momento) por 5 min., eliminar,

- Lavar con H20 desionizada por 2 min. haciendo cambios de Hz20 varias veces,
eliminar.
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- Agregar solucién reveladora (NaOH 3.0%, formaldehido 0.5%) hasta la
aparicion de bandas (5-15 min.), eliminar.

- Enjuagar con solucién fijadora por 5 min., eliminar.

- Enjuagar con Hz20 desionizada por 5 min. haciendo 2-3 cambios.

- Montar el gel sobre un papel filtro y cubrir slo por encima con Saran-Wrape.

- Deshidratar con el secador de geles por 1 hr. a 80°C.

Solucién fijadora.
Etanol absoiuto 10%
Acido Acético 0.5%

Aforar a 1 L con H20 desionizada.

Solucion con nitrato de plata.

AgNOs 0.2%
Aforar a 100 ml con sol. fijadora.

Solucién reveladora.
NaOH 3.0%

Formaidehido 0.5%

Aforar a 1 L con H20 desionizada.

100 mi
5ml

02g

30 g
5mi
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ANEXO 2.

CONDICIONES DE PCR Y DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION
PARA EL ANALISIS DE RFLP’s INTRAGENICOS DE LOS LOCI DE LOS
FACTORES Vil Y IX

A. MARCADORES DEL GEN FVill

1A) Polimorfismo de A/wNLl, Intrén 7, 260 (A) /232 (G) pb.

Descripcidn original y condiciones de PCR determinadas por Kogan S.,
Gitschier J., 1990, (9). Analisis basado en el método de creacion de un sitio de
corte de restriccion en un producto amplificado para la deteccién de mutaciones
puntuales de Haliassos A., et al, 1989 (21).

JUEGO DE PRIMERS:
(F8lw-F) F-5 - TAA-TGT-ACC-CAA-GTT-TTA-GG-3 N=20
(F8-lo-R)R- 5" - TAT-AGA-ACA-GCC-TAA-TAT-AGC-AAC-AGA-CTC-3' N=30

Condiciones recomendadas de PCR: Condiciones modificadas:
- DNA genémico _____ 10- 250 ng
- dNTP’s 1.0 mM - dNTP's 0.2mM
- MgCi2 6.7 mM - MgCi2 40mM
- Primers 0.2uMclu -~ Primers ____10 pmol/reac. c/u
Programa de ampliticaciéon recomendado: Modificaciones
(Programa HA-F8-7):
1. 94°C ____ 2 min. Desnaturalizacion 1. Igual
2. 92°C ____ 1 min. Desnaturalizacion 2. lgual
3. 50°C ____1min. Alineamiento 3. 54°C___ 1 min.

4. 70°C 1 min. Extension 4. 72°C 1 min.
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5. 30 ciclos, pasos2a 4 5. lgual
6. 72°C 5 min., ext. prol.
7. 4°C 10 min.
8. FIN

NOTA: Fue necesario modificar temperatura de alineamiento debido a la
presencia de inespecificos.

Condiciones de digestion con AJwNi

- Enzima Alw NI (New England Biolabs) 10,000 u/mi: 20U/ reaccién

- Vol. de reaccién 20 pl

- 10 p! de producto amplificado

- incubacién a 37°C toda la noche

- Contro! positivo de digestion : heterocigota corroborada para el sitio de Alw NI
en intrén 7 en un estudio previo.

2A) Polimorfismo de Bc!l, Intron 18, 142/99-43 pb.
Descrito originalmente por Gitschier et al.,, 1985, (11), adaptacion de
condiciones a PCR por Kogan S. C., Gitschier J., 1990 (10).

JUEGO DE PRIMERS:
(F8-he-F) F-5-TAA-AAG-CTT-TAA-ATG-GTC-TAG-GC-3' N=23
(F8-he-R) A-5'- TTC-GAA-TTC-TGA-AAT-TAT-CTT-GTT-C-3' N=25

Condiciones recomendadas de PCR: Condiciones modificadas:
- dNTP’s 0.2mM
- MgCi2 25mM - MgCi2 4mM

- Primers ____ 10 pmol/reaccién cfu
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Programa de amplificacién recomendado: Modificaciones
(Programa HA-18):

1. 95°C ____ Precalentamiento 1. Omitido

2. 94°C _____ 2 min. Desnaturalizacion 2. 5min.

3. 84°C ____ 10 seg. Desnaturalizacion 3. 30seg.

4. 55°C ___ 1seg. Alineamiento 4. 30 segq.

5. 72°C ____ 10 seg. Extension 5. 30seg.

6. 30ciclos, pasos3 a5 6. lgual

7. 72°C ____3min. Extension prolongada 7. Igual
8. 4°C__10min.
9. FiN

Condiciones de digestién con Be/ |

- Enzima Bcl | (New England Biolabs) 10,000 U / mi : 2.0 U / reaccion

- Vol. de reaccién 20

10 ! de producto amplificado

- Mezcla de reaccién cubierta con aceite mineral

- Incubacién a 50°C toda la noche

- Contro! positivo de digestién : heterocigota corroborada para el sitio de Bc/ | en
intrén 18 en un estudio previo.
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B. MARCADORES DEL GEN FIX

1B) Polimorfismo Hinfl, Intrén 1, 375 (ins)/ 325 (del) pb.

Caracterizado y estandarizado para ensayo por Southern-Blot por Winship
et al., 1984 (22) y condiciones de PCR determinadas por Koeberi D. D., et al.,
1990 (12).

JUEGO DE PRIMERS:

(FO-101-F) F 5-GTC-CAT-CAT-TGA-CCA-AA-3’ N=17

(F9-101-R) R 5-GAC-ACT-CCT-GAA-CTC-T-3 N=16

Condiciones recomendadas de PCR: Condiciones modificadas:
- MgCle ____ 2.5 mM é mas

si la muestra tiene contaminacién de EDTA -MgCle_____25mM

- Primers _____0.075um - Primers ____ 10 pmolc/u

(2 pmolfreacc. de 25 pt)

Programa de ampliticacion recomendado: Condiciones estandares de PCR.

Programa de PCR empleado (HB-I):

1. 94°C ____ 5 min. Desnaturalizacién

2. 94°C ____ 30 seg. Desnaturalizacién

3. 63°C ____ 30 seg. Alineamiento

4. 72°C ____ 30 seg. Extension

5. 30 ciclos, pasos 2a 4

6. 72°C _____3 min. Extensién prolongada
7. 4°C ____ 10 min.

8. FiN

NOTA: Fue necesario modificar temperatura de alineamiento y concentracion de
MgCl2 debido a la presencia de inespecificos.
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Visualizacién del polimorfismo:
Electroforesis en poliacritamida al 6%, aplicando 15 pl del producto
amplificado y tefiido con nitrato de plata.

2B) Polimortismo de Taqi, Intrén IV, 343/172-171 pb.
Descripcién original por Camerino et al., 1984 (28), condicionas de PCR por

Koeberl D. D. et al., 1890 (12).

JUEGO DE PRIMERS:
(FS-Iv-F) F 5' - TTG-CAT-CTG-GAG-GTA-AT-3’ N=17
(F-In-R) A 5'- CAT-GAC-TAA-ATT-GCT-ATC-3 N=18

Condiciones recomendadas de PCR: Condiclones modificadas:
- MgCi2 2.0mM - MaCli2 4mM
- Primers __ 1uM - Primers ___ 10 pmol c/u

Programa de amplificacion recomendado: Condiciones estandares de PCR.

Programa empleado (Programa HA-18):

95°C ____ Precalentamiento

94°C ____ 5 min.  Desnaturalizacion
94°C ____ 30 seg. Desnaturalizacién
55°C _____ 30 seg. Alineamiento

72°C 30 seg. Extension

30 ciclos, pasos 3a5

72°C ______3 min. Extension prolongada
4°C 10 min.

FIN

© O NN
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Condiciones de digestién con Tagl
- Enzima Tag | recombinante (New England Biolabs) 20,000 U /ml : 20 U /
reaccion
- Vol. de reaccién 20 !
- 10 pl de producto amplificado
- Mezcla de reaccién suplementada con BSA 100 pg / ml y cubierta con aceite
mineral
- Incubacién a 65°C toda la noche
- Control positivo de digestiéon: heterocigota corroborada para el sitio de 7aq |
en intrén 1V en un estudio previo.

3B) Polimorfismo Hhal, extremo 3’ terminal, 230/ 150-80 pb.
Descripcion y condiciones de PCR determinadas por Winship P. R, et al.,

1989 (14).

JUEGO DE PRIMERS:
{F9-3-F) F 5'- ACA-GGC-ACC-TGC-CAT-CAC-TT-3' N=20
(F9-3'-R) R 5 - AAG-TAC-CTG-CCA-AGG-GAA-TTG-ACC-TGG-3' N=27

Condiciones de PCR recomendadas: Condiciones modificadas:

- DNA genomico 0.5ug - DNA genomico ____ 100ng
- MgCl2 6.7 mM - MgCi2 5.0mM
- Primers 0.075 uM

(2 pmol / reacc. de 25 pl) : - Primers 10 pmol
- NH4S504 16.6 mM - lgual

- 2-mercaptoetanol 10 mM - lgual

- Albumuna bovina sérica __ 0.1 mg/mi - Omitida
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- DMSO 0.5%
- EDTA 6.7 mM (conc. final)*
* Buffer 10X prep. en lab. B2

Programa de amplificacién recomendado: Programa modificado
(FO-HHAI):

1. 95°C ____ 7 min. Desnaturalizacién 1. igual

2. Adicién de 1 U de Tag-pol 2. Omitido

3. 60°C ____ 6 min. Incubacion 3. Omitido

4. 91°C _____ 1 min. Desnaturalizacién 4. Igual

5. 60°C ____6 min. Temperatura combinada

de alineamiento y extension 5. 65°C ____1min.

6. 30 ciclos, pasos4y5 6. lgual
7. 65°C ____5min. ext. prol.
8. 4°C ____ 10 min.
9. FIN

Condiciones de digestion con Hhal

- Enzima Hha | (New England Biolabs) 20,000 U /ml : 2.0 U / reaccion

- Vol. de reaccién 20 y!

- 10 yl de producto amplificado

- Mezcla de reaccién suplementada con BSA 100 pg/mi

- Incubacién a 37°C toda la noche

- Control positivo de digestion : heterocigota corroborada para el sitio de Hha |
en extremo 3’ terminal en un estudio previo.
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ANEXO 3.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN
EL PROYECTO DE INVESTIGACION

Guadalajara, Jal.,,____________de 189__.
A QUIEN CORRESPONDA;

Por este conducto hago constar que acepto participar voluntaria y libremente
en el proyecto de investigacién titulado ‘DIAGNOSTICO MOLECULAR DE
PORTADORAS DE HEMOFILIA A Y B MEDIANTE POLIMORFISMOS
INTRAGENICOS EN POBLACION MEXICANA”", cuyo objetivo es la aplicacion de
distintas metodologias de analisis de acidos nucleicos para el diagnéstico de
portadoras de Hemofilia A y B, el cual se realiza con fines de investigacién no
Jucrativos.

Se me ha informado que mi participacion consistira en donar una muestra
de sangre gue se utilizard en el estudio con el fin de aportar datos sobre el
padecimiento y en espera de recibir informacién diagndstica derivada de la
aplicacién de los métodos mencionados.

El investigador principal se ha comprometido a responder cualquier
pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos
que se llevaron a cabo, asi mismo, estoy enterado sobre fos posibles riesgos,
inconvenientes, molestias y beneficios derivados de mi participacién en el
estudio. .

E! investigador principal me ha garantizado que no se me identificara en
las presentaciones o publicaciones que se generen de este estudio. También
se ha comprometido a proporcionarme la informacién actualizada que se
obtenga durante el estudio, aunque ésta pudiera hacerme cambiar de parecer
respecto a mi permanencia en el mismo.

Nombre y tirma del paciente Investigador
o tutor.

Testigo Testigo
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Por medio de la presente, nos permitimos informar a Usted, que habiendo
revisado el trabajo de tesis que realiz6 la pasante:
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