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RESUMEN

ANTECEDENTES. La enfermedad de von Willebrand (EVW) es el
padecimiento hematologico de origen hereditario mas frecuente. Es dificil
de diagnosticar por la variedad compleja en signos y sintomas que
presentan los pacientes, ademas de las decenas de mutaciones informadas
a lo largo de los 52 exones del gen VWF. Existen tres regiones de repetidos
(ATCT/AGAT) de numero variable (VNTR) del intron 40 del gen VWF que
segregan con el padecimiento. El objetivo del presente trabajo fue analizar
la frecuencia y segregacion de tales VNTRs en familias con EVW y en un
grupo de individuos no relacionados y sin antecedentes de EVW.
MATERIAL Y METODOS. Se extrajo el DNA de sangre periférica de cada
uno de los integrantes de la familia nuclear (padres e hijos) previo
consentimiento informado, se realizo la amplificacion de la region del DNA
correspondientes con iniciadores previamente informados y se corrié una
electroforesis en gel de poliacrilamida de las muestras con marcadores de
peso molecular. Se analizaron los resultados y se secuenciaron algunas
muestras para corroborar el nimero de repetidos. Se obtuvo la frecuencia
génica y heterocigosidad de los VNTRs y su segregacion por la prueba de
TDT.

RESULTADOS. Se analizaron 17 familias con EVW y 50 individuos
normales no relacionados sin antecedentes hemorragicos. Se observaron
11 diferentes alelos en el VNTR-1 y VNTR-2 y ocho en el VNTR-3. La
frecuencia de heterocigotos en el grupo de individuos sanos fue de 55.3%,
72.8% and, 76.4%, mientras que en el grupo de padres fue de 77.3%,
28.6% y 58% respectivamente no relacionados.

Los haplotipos 5-10-10 y 5-11-10, fueron los mas frecuentes en padres y
aplicando la prueba de Trasmision de Desequilibrio (TDT) encontramos
que VNTR3 tuvo un valor-p= 0.0457 sugiriendo una asociacion con la

enfermedad de von Willebrand.



ANTECEDENTES:

La enfermedad de von Willebrand (EVW) se llama asi en honor del Dr.
Erich Von Willebrand quien la describio en 1926, como un trastorno de la
hemostasis diferente a la hemofilia clasica en pacientes de las islas Aland!.
En su momento, el Dr. Von Willebrand la llamé “pseudohemofilia”. Sus
mas importantes caracteristicas clinicas eran un prolongado tiempo de
sangrado, afectacion del aparato gastrointestinal, urinario, asi como
sangrado uterino anormal; la hemartrosis por otro lado era rara en estos
pacientes!. Este padecimiento también mostraba mejoria conforme
aumentaba la edad del paciente. Poco después Von Willebrand y Jurgens
(en 1933), sugirieren el nombre de “trombopatia constitucional”. Seria
conocida con el tiempo como “hemofilia vascular’. Eventualmente se
lograria demostrar que las plaquetas son intrinsecamente normales, sin
embargo, su adhesividad esta comprometida debido en parte, a que existe
un deéficit de factor VIII (F VIII) y a que el plasma de los pacientes con
hemofilia clasica corregia las alteraciones hematologicas, tanto en la
adhesividad plaquetaria como en el déficit de F VIII. Sin embargo, la
sangre de un paciente con enfermedad de Von Willebrand no corregia los
defectos de coagulacion de un paciente con hemofilia clasica%>. Mucho
tiempo pasaria para que se comprendiera totalmente el papel del factor de
von Willebrand (VWF por sus siglas en inglés) en la cascada de la
coagulacion y aun mas para demostrar los cambios que ocurren a nivel

molecular en esta coagulopatia hereditaria.

Se calcula que aproximadamente el 1% de la poblacion mundial padece de
alguna variante de la enfermedad de Von Willebrand y que se presentan
125 casos de relevancia por cada millon de habitantes, lo que la convierte
en la coagulopatia hereditaria mas frecuente, con una incidencia

practicamente del doble en relacion a la hemofilia clasica®. La EVW puede
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pasar desapercibida debido a que existen muchos subtipos en la
clasificacion, cada uno con sus caracteristicas moleculares y clinicas
especiales, que pueden ir desde caracteristicas fenotipicas muy discretas
(sangrados mas prolongados y abundantes de lo esperado en
procedimientos quirurgicos, odontologicos etc.) o los cuadros graves cuya
presentacion clinica es indistinguible de la hemofilia clasica severa7:8.
Hombres y mujeres se ven afectados por igual y esto se observa en todas
las razas. Debe hacerse mencion de que la forma de presentaciéon mas
severa (la variante autosémica recesiva) se observa con mayor frecuencia
en Suecia, Israel e Iran, muy probablemente secundario a la alta

endogamia y/o consanguinidad que se observa en estas regiones®.

Es importante conocer algunos aspectos de la biologia molecular del gen y
de la actividad fisiologica de la proteina sintetizada por el mismo para
comprender la etiopatogenia de la enfermedad, lo que permite entender el
motivo por el cual se aborda esta patologia como proyecto de investigacion
y también nos permite entender la utilidad de los polimorfismos
moleculares y su potencial aplicacion a la practica clinica en general, pero
sin duda con mas impacto en las areas de la genética médica y la

hematologia.

El gen VWF se localiza en el brazo corto del cromosoma 12 (12p13.3)10.11;
mide aproximadamente 178 kb y contiene 52 exones!?. El gen codifica
para una preproteina que contiene ademas de la proteina VWF, dos
regiones llamadas propéptido (antigeno de VW-II) y otra conocida como
péptido-senal, codificadas por 17 exones en una region de
aproximadamente 80 kb de DNA, mientras que la subunidad madura de
VWF es codificada por 35 exones en la porcion restante del gen!3. Ademas,
se han identificado secuencias repetidas, incluyendo 14 secuencias

conocidas como Alu y una secuencia simple polimoérfica ATCT/AGAT de



670 pares de bases en el intron 4012 que es muy importante debido a que

segrega junto con la enfermedad.

Existen muchas mutaciones documentadas para cada una de las variantes
de EVW, mismas que no seran abordadas en este trabajo; basta agregar
que existe un pseudogen en el cromosoma 22 (22ql1-ql13) de 23 kb que
contiene informacion de los exones 23-34 del gen VWF (homologia del 97%)
en el que se han encontrado mutaciones sin sentido, lo que sugiere que el
pseudogen no codifica para ninguna proteina, sin embargo, su similitud
con el gen de VWF, puede complicar en ocasiones su estudio a nivel
molecular!4. El gen se expresa mayoritariamente en células endoteliales y
megacariocitos!®. Es interesante hacer notar que el gen puede dividirse en
segmentos repetidos de aminoacidos, regiones conocidas como dominios

(A, B, Cy D).

El factor de von Willebrand se sintetiza en las células endoteliales y en los
megacariocitos, esto cobra una importancia capital, ya que es en los
puntos donde mas se necesita. La proteina VWF existe como una serie de
multimeros que varian de peso molecular desde 05 (dimeros pequenos)
hasta 20 millones de Daltons (multimeros de alto peso molecular)!®. Este
factor circula en el plasma como una glicoproteina multimérica, que juega
un papel critico en la hemostasia primaria mediando la adhesion de las
plaquetas al subendotelio y entre las mismas plaquetas, para resanar el
dano vascular, en especial en condiciones de altas fuerzas de cizalladura
que son las que prevalecen en la microcirculacion. Actua ademas como
transportador de la proteina pro-coagulante F VIII, a la que estabiliza y
protege de una degradacion prematura en el plasma y lo sitia en el lugar

de la herida para la consiguiente formacion del coagulo de fibrinal”.



Se calcula que el 1-2% de la poblacion general presenta alguna variante de
EVW debido a diferentes mutaciones, lo que la convierte en la coagulopatia

hereditaria mas frecuentels.

Clasificacion

La clasificacion mas actual para la EVW se basa en los defectos de la
proteina que se forma, y los agrupa en tres grandes grupos dependiendo
de si el defecto es cuantitativo leve (tipo 1), cualitativo (tipo 2) y
cuantitativo grave (Tipo 3)19:20.
El protocolo de estudios para los pacientes en los que se sospecha EVW
debe comprender, minimo, los siguientes estudios de laboratorio, ademas
de la valoracion clinica y los antecedentes genéticos-hematologicos de la
familia?!:

1) Tiempo de hemorragia y actividad de F VIII.

2) Actividad del cofactor de ristocetina.

3) Agregacion plaquetaria inducida por ristocetina (RIPA).

4) Cuantificacion del factor VW

5) Medida funcional CBA (collagen binding assay).

6) Grupo sanguineo.

7) Analisis de estructura multimérica.

8) Captacion de factor VIII por el VWF.

9) Ensayo de union a colagena.

10) Grupo sanguineo.

11) Factores que modifican las concentraciones de VWF: el grupo ABO,
estrogenos, edad, niveles de hormonas tiroideas y estrés22-25,
Es relativamente sencillo diagnosticar el tipo 3 por parametros clinicos y
de laboratorio, en comparacion con los tipos 1 y 2 que son complicados de
diagnosticar usando solamente parametros clinicos o de laboratorio,
aunque las pruebas mas sensibles de acuerdo con Ulrich Budde,?2 son la
actividad del cofactor de ristocetina, el estudio de multimeros y la

determinacion del antigeno Ag-VWF.



Se debe hacer notar que existen pocos estudios en la literatura sobre la
utilidad de los polimorfismos genéticos en el analisis de ligamiento o mejor
dicho, de asociacion con la enfermedad de Von Willebrand. El estudio
molecular es sencillo y rapido gracias a las técnicas de biologia molecular
como la PCR que pueden ser de utilidad clinica ya que algunos parecen

verse ligados con la enfermedad.

El repetido de tetranucleotidos polimorfico (VNTR, por sus siglas en inglés,
variable number tandem repeats) ATCT/AGAT en el intron 40, ha sido
estudiado en multiples grupos étnicos, como ya lo ha descrito en poblacion
norteamericana Sadler?6, en la francesa Gaucher?” y Mazzini’® en
poblacion brasilena, encontrando en este ultimo estudio, el VNTR mas util
para el estudio de ligamiento ademas de reportar un nuevo marcador
polimorfico de 14 repetidos no descrito antes para dicha poblacion. Sin
embargo, habia sido dificil encontrar en los analisis de ligamiento de
marcadores intragénicos del VWF que tuvieran una asociacion constante
con la EVW?29, Recientemente, en un estudio realizado por Casana et al, en
poblacion espanola, se informaron datos sugestivos de un posible
marcador intragénico para la variante tipo 1 de la EVW30, En poblacion

mexicana no contamos con datos al respecto.

Por otra parte, definimos los conceptos Polimorfismo genético como la

coexistencia de dos o mas alelos para un locus especifico de un gen, de
manera estable, presente en mas del 1% de la poblacion, que usualmente
no se asocia a patologia; Exones como secuencias de nucleétidos que
forman parte del RNA mensajero maduro durante la transcripcion (y por
definicion, un gen comienza y termina con un exon) y los intrones como
secuencias de DNA intercaladas en el gen, que seran eliminadas cuando se

procese el transcrito primario y se constituya el RNA mensajero maduro.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:
¢Los repetidos ATCT/AGAT de los VNTRs1, 2, 3 del intrén 40 del gen VWF

son lo suficientemente polimorficos para servir como marcadores genéticos
en los pacientes con diagnostico de enfermedad de Von Willebrand?

¢Existe alguna asociacion de haplotipos que segregan con el padecimiento?

JUSTIFICACION:

Para los grupos caucasicos se han informado una serie de polimorfismos
que segregan ligados de manera significativa con la enfermedad. Debido a
que la poblacion mexicana presenta una mezcla de genes indigenas,
caucasicos y africanos en diferentes proporciones es necesario investigar la
relacion entre un polimorfismo ya referido anteriormente en la literatura
mundial que puede tener valor significativo con la presencia de la
enfermedad en el intron 40 (repetidos ATCT/AGAT); no existen informes en
relacion a poblacion mexicana ni de pacientes con el dx. de enfermedad de
Von Willebrand ni en poblacion mexicana sana sobre como segrega este
polimorfismo, motivo por el cual, empleando herramientas basicas de
biologia molecular como la ampliacion del segmento que se desea
investigar por reaccion en cadena de polimerasa (PCR) asi como
secuenciacion de los casos representativos permitira conocer cual es la
prevalencia de dicho polimorfismo en pacientes con dx de enfermedad de
von Willebrand y sus familiares de primer grado, en poblacion mexicana
sana (mestiza e indigena) y saber el numero de repetidos en tandem mas
frecuente y si se justifica ampliar el estudio usando mas marcadores
polimorficos (haplotipo) y realizar estudios de ligamiento con la
enfermedad de Von Willebrand como se han hecho en otras poblaciones.
Se realizara el analisis del mismo analizando como poblaciéon sana a 100
cromosomas de individuos sanos no relacionados (mestizos mexicanos sin
antecedentes de EVW) para conocer la frecuencia en la poblacion de dicho

polimorfismo, si se encuentra o no en equilibrio de Hardy-Weinberg y de

8



esta manera se conocera un poco mas la constitucion genética de nuestra

poblacion

OBJETIVO GENERAL:

Analizar la region polimorfica de repetidos ATCT/AGAT del intron 40 en

pacientes con diagnostico de enfermedad de von Willebrand y sus

familiares de primer grado (padres e hijos) asi como en una muestra de

poblacion mestiza mexicana sin antecedentes de EVW.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1)
2)
3)
4)
5)
6)

7)

8)

Estandarizar metodologia de secuenciacion.

Estandarizar metodologia de PCR.

Analizar muestras de pacientes con el diagnostico de enfermedad de
von Willebrand y sus familiares de primer grado.

Analizar muestras de individuos mestizos mexicanos sin datos de
coagulopatias hereditarias.

Seleccionar muestras representativas y secuenciarlas para saber el
numero de repetidos en tandem ATCT/AGAT.

Sacar frecuencias en la poblacion estudiada.

Analizar el polimorfismo ATCT/AGAT en dichos individuos y
determinar su valor como marcador polimérfico en la poblacion
mexicana.

Determinar si se puede aplicar este polimorfismo en un futuro
estudio de ligamiento en pacientes con enfermedad de von
Willebrand o si es necesario utilizar otros marcadores polimorficos

ya descritos.

8) Informar los resultados en tesis y publicacion en revista médica

apropiada.



MATERIAL Y METODOS:

Sujetos:

Se incluyeron los pacientes con diagnostico de enfermedad de von
Willebrand enviados por el servicio de hematologia del CMN S XXI IMSS
asi como a sus familiares de primer grado (padres y hermanos). Se calculo
un tamano de muestra para una poblacion normal que se usara como
grupo comparativo de 50 individuos (mestizos mexicanos) no relacionados
sin antecedentes de EVW o de otras coagulopatias hereditarias.

Los aspectos éticos se cubrieron mediante el consentimiento informado

(Anexo I) y la aceptacion del comité de ética del Hospital.

Técnicas:

Tomar una muestra de dos ml de sangre periférica y extraer el DNA de
leucocitos de acuerdo con el método de alta concentracion de sales (ver
anexo II).

Realizar la amplificacion de las tres regiones de repetidos ATCT/AGAT del
intron 40 por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando
iniciadores previamente informados (ver anexo IIl). Correr electroforesis de
una alicuota del amplificado para corroborar el resultado, en gel de
agarosa horizontal con marcadores de peso molecular (Anexo IV).

A continuacion, correr electroforesis de otra alicuota del PCR ahora en gel
de poliacrilamida vertical al 8% con voltaje constante de 200 voltios
durante 16 horas con marcadores de peso molecular en los extremos
(Anexo V).

Tenir con bromuro de etidio y se analizar en un analizador de imagenes.
Seleccionar algunas muestras para secuenciar directamente por el método
de Big Dye (Anexo VI).

Se analizaron los resultados y se obtuvieron la cuenta génica, frecuencias
de heterocigosidad y se aplico la prueba de TDT para analisis de la
segregacion.
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Criterios de inclusion

Todos los pacientes enviados del servicio de hematologia pediatrica de este
hospital con el diagnostico de enfermedad de von Willebrand, establecido
el mismo clinicamente con apoyo del laboratorio de hematologia
especializada.

Individuos (mestizos mexicanos) no relacionados con padres y abuelos

mexicanos y sin antecedentes de EVW.

Criterios de no inclusion

No se incluiran a aquellos individuos que no deseen participar en el
estudio.

De la poblacion sana no se incluiran pacientes que tengan padres o

abuelos extranjeros.

Criterios de eliminacion

Muestra insuficiente.

Tipo de estudio:

Observacional, transversal-descriptivo.

Se realizara seleccion de muestra de manera aleatorizada para los
individuos mestizos y se analizara si la poblacion se encuentra en
equilibrio de Hardy-Weinberg.

Se trata de un estudio abierto (en relacion con la ceguedad del estudio).

11



RESULTADOS Y DISCUSION

Se estudié un total de 63 individuos pertenecientes a 17 familias (34
mujeres y 29 hombres). Se ellos, 24 fueron pacientes pediatricos con EVW
y cinco hermanos no afectados, y de los padres, 18 tuvieron antecedentes
de EVW y 16 sanos.

Ademas, se analizaron 50 individuos sin antecedentes de EVW, no
relacionados. Todos firmaron una carta de consentimiento o asentamiento
informado.

Se obtuvo el DNA de una muestra de sangre periférica de cada individuo
por la técnica de concentracion de sales y se amplificaron las tres regiones

de los VNTRI1, 2, y 3 por PCR (Figura 1).

PL M1 HI P2 mewswwss M2 H2 P3 M3 H3
100 pb

" IR

Figura 1. Amplificacion por PCR de tres muestras de las regiones VNTR1 (A),
VNTR2 (B) y VNTR3 (C).

Un ejemplo de corrimiento electroforético de algunas muestras en geles de
poliacrilamida vertical al 8% se ejemplifica en la siguiente Figura 2. M=

marcador de peso molecular.
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2-A= VNTR1
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2-C VNTRS3
M M

100101 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 WM100

Figura 2. Electroforesis en geles de poliacrilamida mostrando productos polimérficos de
VNTR-1 (24A), VNTR-2 (2B) y VNTR-3 (2C). Los ntiimeros superiores indican el namero de
muestra. M= marcador de peso molecular en pares de pases.
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Se analizé la frecuencia de los VNTRs tanto en el grupo de individuos
normales (Tabla 1) como en los padres de los casos indice (con EVW)
(Tabla 2) y se obtuvo la frecuencia de heterocigosidad (Tabla 1). La
frecuencia de alelos en ambos grupos estuvo en equilibrio de Hardy-

Weinberg (HWE).

Tabla 1. Frecuencia alélica de los VNTRs en el grupo de individuos sanos

no relacionados y de los padres de los pacientes.

% VNTR 1 % VNTR 2 % VNTR 3
Alelos # Grupo |Grupo Grupo |Grupo Grupo |Grupo
Sano* |Padres** |Sano* |Padres** |Sano* |Padres**
4 1.00 0 2.0 0.0 0 0
5 3.00 20.0 3.0 0.0 0 0
6 7.00 20.0 2.0 0.0 0 0
7 39.00 |26.7 7.0 3.3 7.0 1.0
8 15.00 |10.0 14.0 3.3 14.0 6.7
9 10.00 3.0 26.0 30.0 27.0 33.3
10 10.00 |10.0 26.0 50.0 26.0 36.7
11 5.00 3.0 15.0 13.3 15.0 13.3
12 6.00 3.0 2.0 0.0 2.0 0.0
13 1.00 0 2.0 0.0 2.0 0.00
14 3.00 3.0 1.0 0.0 7.0 0.0
Cromosomas | 100 52 100 52 100 52
% Heterocigo | 55.27 |77.32 72.78 |28.59 76.38 57.98
cidad
% Total 100 99.99 99.99 |100 99.99 199.99

¢ Individuos sin antecedentes de EVW; ** Padres de pacientes
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También fue posible realizar arboles familiares para observar la

segregacion, por ejemplo:
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Figura 3. Arbol familiar mostrando la segregacion de haplotipos informativos in dos

familias nucleares con EVW. En la primera, el haplotipo 05-12-11 co-segrega con la EVW,
y en la segunda ocurre lo mismo con el haplotipo 05-11-12.

Se seleccionaron algunas muestras para analizar la secuencia de

nucleétidos
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GAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATGNNN
30 ) 0 100

4b)

Figuras 4a y 4b. Ejemplo de secuencias de nucle6tidos (ATCT/AGAT) con seis y once
repetidos respectivamente, en las muestras estudiadas.

Se observaron once alelos diferentes para los VNTR1 y VNTR-2, pero solo
ocho en el VNTR3 en individuos normales, mientras que en el grupo de
padres de pacientes se encontraron nueve alelos en el VNTR-1, ocho en

VNTR 2 y cinco en VNTRS3.

Es importante senalar que el numero de alelos de los tres VNTRs en el
grupo de padres (EVW) es menor con respecto al grupo de sanos,
sugiriendo un desequilibrio de ligamiento. En particular, el alelo naumero 4
del VNTR1 solo se observo en el grupo de individuos sanos, lo mismo que
los alelos #4, #5, y #6 del VNTR2 unicamente en sanos mientras que en
VNTRS3, los alelos 12, 13 y 14 son los presentes solo en el grupo de sanos y

no en el grupo de padres.

En cuanto a la frecuencia de alelos, el alelo numero 7 del VNTRI1, y los
numeros 9 y 10 fueron los mas frecuentes en VNTR2 y VNTR3 (Tabla 2).
Esto puede deberse al bajo numero de muestras estudiadas o al vinculo de

desequilibrio.
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Tabla 2. Haplotipos de las familias estudiadas.

Fam Indiv Sex | VNTR1 | VNTR2 | VNTR3 | Condicion
num

Fami_01 | Padre M | 05\08 12\12 10\11 Normal
Fami 01 | Madre |F 06\06 12\12 10\11 Afectado
Fami_ 01 | Hijol M | 06\08 12\12 11\11 Normal
Fami_01 | Hijal F 05\06 12\12 10\11 Normal
Fami_01 | Hijo2 M | 06\08 12\12 10\11 Afectado
Fami_01 | Hijo3 M | 06\08 12\12 10\11 Afectado
Fami_02 | Padre M | 05\06 10\11 10\11 Afectado
Fami_02 | Madre F 06\06 11\12 11\11 Normal
Fami_02 | Hijal F | 05\06 11\11 10\11 Afectado
Fami_02 | Hija2 F | 06\06 10\12 10\11 Afectado
Fami_03 | Padre M | 06\10 11\11 10\11 Afectado
Fami_03 | Madre F 05\10 11\11 10\11 Normal
Fami_03 | Hijol M | 05\10 11\11 10\11 Afectado
Fami_04 | Padre M | 06\06 10\11 10\10 Afectado
Fami_04 | Madre F 05\10 11\11 10\10 Normal
Fami_04 | Hijal F 06\10 11\11 10\10 Normal
Fami_04 | Hija2 F | 06\10 11\11 10\10 | Afectado
Fami_05 | Padre M | 04\05 10\11 10\11 Afectado
Fami_05 | Madre F 05\08 11\11 10\11 Normal
Fami_05 | Hijal F | 04\05 10\11 10\11 Afectado
Fami_05 | Hija2 F | 04\05 10\11 10\11 Afectado
Fami_06 | Padre M | 07\14 10\10 11\12 Normal
Fami_06 | Madre F 07\14 10\10 11\12 Afectado
Fami_06 | Hijol M | 07\14 10\10 11\11 Afectado
Fami_06 | Hijal F | 07\07 10\10 11\11 Afectado
Fami_07 | Padre M | 06\12 11\11 12\12 Normal
Fami_07 | Madre | F 06\13 11\11 11\12 Afectado
Fami_07 | Hijol M | 06\12 11\11 11\12 Afectado
Fami_07 | Hijal F | 06\12 11\11 11\12 Afectado
Fami_08 | Padre M | 05\10 11\11 11\12 Afectado
Fami 08 | Madre | F 05\06 11\11 11\12 Normal
Fami_08 | Hijal F | 05\05 11\11 11\12 Afectado
Fami_08 | Hija2 F | 05\05 11\11 11\12 Afectado
Fami_09 | Padre M | 05\06 10\11 10\10 Afectado
Fami_09 | Madre | F 05\07 10\11 10\10 Normal
Fami_09 | Hijal F | 06\07 10\10 10\10 | Afectado
Fami_09 | Hija2 F | 05\06 10\11 10\10 | Afectado
Fami 10 | Padre M | 06\07 11\11 11\11 Normal
Fami_10 | Madre | F 07\10 11\11 11\11 Afectado
Fami_10 | Hijol M | 06\10 11\11 11\11 Afectado
Fami_11 | Padre M | 08\10 08\10 10\10 Normal
Fami_11 | Madre F 08\10 10\10 11\11 Afectado
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Fami_11 | Hijal 08\08 10\10 10\11 Afectado

Fami_11 | Hijol 08\10 10\10 10\11 Normal

Fami_12 | Padre 07\11 10\10 08\08 Normal

Fami_12 | Madre 07\11 10\10 08\08 Afectado

Fami_12 | Hijal 07\07 10\10 08\08 | Afectado

Fami_13 | Padre 06\07 10\10 11\11 Normal

Fami_13 | Madre 07\08 09\10 09\10 Afectado

Fami_13 | Hijal 07\07 10\10 09\11 Afectado

Fami_13 | Hijol 06\07 09\10 09\11 Normal

Fami_14 | Padre 07\08 09\10 08\10 Normal

Fami_14 | Madre 07\08 10\12 09\10 Afectado

Fami_14 | Hijal 07\07 09\10 09\10 | Afectado

Fami_15 | Padre 07\07 10\12 08\10 Normal

Fami_15 | Madre 07\07 09\10 09\09 Afectado

Fami_15 | Hijol 07\07 10\12 09\10 | Afectado

Fami_16 | Padre 05\07 10\10 09\11 Afectado

Fami_16 | Madre 07\09 09\11 09\09 Normal

Fami_16 | Hijol 05\07 09\10 09\09 Afectado

Fami_17 | Padre 05\07 09\10 08\10 Afectado

Fami_17 | Madre 06\09 08\09 08\10 Afectado

LSS E4RLES LR E4EF<SRLRL ES4RLRLE4E<4RL

07\09 09\09 10\10 Afectado

Fami_17 | Hijol

Se obtuvieron los haplotipos de las familias estudiadas (Tabla 3). Se
observaron 35 haplotipos diferentes en ambos padres y solo 24 en casos
con indice. En los primeros, los mas frecuentes fueron 5-10-10 y 5-11-10
(11.76% cada uno) mientras que en los pacientes pediatricos fue el
haplotipo 10-11-11 (8,82%), sugiriendo una combinacion de los anteriores,

como era de €sperarse.
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Tabla 3. Frecuencia de Haplotipos of VNTR1,-2,- 3 en las familias.

Haplotipo Padre Madre Caso indice
% % %

04-11-11 2.94 2.94

05-10-09 2.94 2.94

05-10-10 11.76 5.88

05-11-10 2.94 11.76 5.88

05-11-12 2.94

05-12-10 2.94

06-08-08 2.94 2.94

06-10-10 2.94

06-10-11 2.94

06-11-10 8.82 2.94 5.88

06-11-11 5.88 5.88 5.88

06-11-12 2.94 2.94

06-12-10 2.94

06-12-11 5.88 2.94

07-09-08 5.88

07-09-09 8.82 5.88

07-10-08 2.94 2.94 2.94

07-10-09 5.88 5.88

07-10-10 2.94 2.94

07-10-11 8.82 2.94 5.88

07-11-11 2.94 2.94

07-12-10 2.94 2.94

08-10-10 5.88 5.88 2.94

08-10-11 2.94

08-11-11 2.94

08-12-11 2.94 2.94

09-09-10 2.94 2.94 5.88

09-11-09 2.94

10-08-10 2.94

10-10-10 2.94

10-10-11 2.94 2.94

10-11-10 2.94 2.94

10-11-11 2.94 5.88 8.82

11-10-08 2.94 2.94 2.94

12-11-12 2.94 2.94

13-11-12 2.94

14-10-12 2.94 2.94 2.94

Total 34 99.96 99.96 99.96
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Los haplotipos 5-10- 10 y 5-11-10 fueron los mas frecuentes en los padres
de los afectados. En el VNTR-1, se encontré6 una p- para TDT no
significativa al igual que para VNTR-2, pero significativa para VNTRS3
(0.046), esto sugiere que el marcador VNTR3 puede estar asociado con
VWD (Tabla 4).

Tabla 4. ANALSIS DE DATOS Y LOCUS PARA LA TRANSMISION DE DESEQUILIBRIO

RESULTADOS PARA LOCUS VNTR-1: TDT1_p-value TDT2_P-value
ALELONUM. 4 5 6 7 8 9 10 11..12..13..14 0.3036E 0.4147E
PASO 210 612 4 1 3 0 2 0 1
NO PASO 010 8 5515 2 0 2 3

RESULTADOS PARA LOCUS VNTR-2:

ALELONUM. 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 0.4532E 0.7327E
PASO 0O 0 0OO0OO410 4 2 00O
NO PASO 0 00O0226 8200

RESULTADOS PARA LOCUS VNTR-3:

ALELO NUM. 7 8 910 11 12 13 0.0457E 0.1869E
PASO 0 0 311183 2 O
NO PASO 040 710 8 O

TDT1= CHI-CUADRADA DE ESTADISTICA TDT CON VALOR P- APROXIMADO BASADA EN
10,000 REMUESTREOS, Y TDT2= TDT ESTADISTICA RESIDUAL ESTANDARIZADO MAS
GRANDE, BASADO EN 10,000 REMUESTREOS.

ALELO (LLAMADO) VNTR1 VNTR2 VNTR3

EL ALELO MAS BAJO TRANSMITIDO ES EL NUM 8(011) 5(008), 2(008).
EL ALELO MAS ALTO TRANSMITIDO ES NUM 4(007) 17(010), 3(009).
DE ESTOS DOS, EL ALELO MAS EXTREMO ES NUM  4(007) 5(008), 2(008).
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En el presente caso, el valor de p para TDT fue 0.3036 para VNTRI,
0.45320 para VNTR2, mientras que para VNTR3 fue de 0.04570, lo que

sugiere que VNTR3 esta segregando con la enfermedad de von Willebrand.

Se aplico la prueba de tendencia TDT porque es un método para evaluar la
tendencia lineal hacia la transmision de alelos mas cortos o mas largos de
padres heterocigotos a ninos afectados, dando una poderosa prueba de
asociacion cuando hay una base biolégica para sospechar una relacion
entre la longitud del alelo y el riesgo para la enfermedad ya que el TDT fue
disenado especificamente para evitar las asociaciones de poblacion
espurias producidas por la estratificacion de una muestra de personas

afectadas [22].

Los presentes resultados podrian ampliarse en un futuro con un mayor
numero de muestras comparando una poblacion abierta versus una
poblacion enferma, asi como el estudio de estos marcadores genéticos en
poblaciones indigenas, lo que ya se ha hecho para otros marcadores [23-
27]. Esto podria ayudar a revelar el origen de tales haplotipos (indigenas o
europeos), asi como a una mejor comprension de la compleja diversidad
genética de nuestras poblaciones mestizas, ademas, permitiria el uso de
nuevas herramientas moleculares que facilitarian el diagnostico correcto

de la enfermedad y su asesoramiento genético

Los minisatélites y microsatélites son muy frecuentes en el genoma
humano, algunos son altamente polimoérficos con heterogeneidad variable
que han servido como marcadores de riesgo y otros se han relacionado con
la patogénesis de algun padecimiento [25-27]. Estos mini- o microsatélites
también pueden desempenar un papel importante en la replicacion,
reparacion, mutacion del ADN, la regulacion de la transcripcion génica y la

alteracion de la estructura de la proteina.
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En particular, los VNTRs (ATCT/AGAT) del intron 40 del gen VWF, se han
empleado para identificar individuos a nivel poblacional y en la

segregacion de la EVW [28].

Cabe senalar que el numero de alelos encontrados en VNTRs 1 y 2 del
grupo sano es similar a la reportada previamente, pero no a VNTR3 ya que
aqui se observo un menor numero de alelos. Esto puede ser debido a un
desequilibrio de ligamiento, o a que la muestra es pequena, porque hay
una gran diversidad entre las poblaciones mexicanas [29-35] lo que

sugiere ampliar el numero de muestra en un posterior estudio.

Los resultados del polimorfismo del VNTR1 aqui obtenidos en el grupo
normal (sin antecedentes de EVW), se comparo6 con el de otras poblaciones
encontrando una menor heterogeneidad (Tabla 4). De la misma forma, la
heterogeneidad de VNTR2 y VNTRS3 (17% y 58%) fue menor a la informada
previamente por Mazinni et al. (67% vs 81%; p <0,001) [11]. Esto corrobora
la diversidad de las poblaciones y la particularidad de nuestra poblacion

mexicana.
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Tabla 4. Porcentaje de frecuencias alélicas del VNTR1 observadas en el

presente trabajo comparadas con estudios previos.

Alelo Mestizos Britanicos? | Brazilenos® | Australians® | Brazilefios
Mexicanos! (n=106) (n = 366) (n =570) -I15
(n=100)* (100)
5 3 0 0 0 0
6 7 8.5 17.5 15.9 9.8
7 40 39.6 47.3 42.6 56.86
8 15 0.9 3.3 4.2 0.98
9 10 0 0 0.4 0.98
10 10 9.4 8.2 6.1 11.76
11 5] 12.3 11.7 16.1 11.76
12 6 26.4 10.4 12.3 6.86
13 0 1.9 1.6 1.8 0.98
14 3 0.9 0 0.4 0
15 1 0 0 0.2 0
Total 100 100 100 100 100
Heterocig 55.27 75 72 4.7 66.67
osis %

* Numero total de cromosomas estudiado. Presente trabajo, 2Peake et al (1990);
3Pena et al. (1994); “Haddad & Sparrow (1997); SMazzini (2000)
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CONCLUSIONES.

1.

Se analizaron tres VNTR del gen VWF en un grupo de familias con

antecedentes de EVW y otro sin tales antecedentes

2. Se observaron once alelos en los VNTRs1 y 2, y ocho en el VNTR3

. La frecuencia de heterocigocidad fue de 55.27%, 72.78% y 76.38%

para los VNTR1, 2 y 3, respectivamente.

. La frecuencia de los alelos 5 y 6 de VNTR1 en el grupo de padres de

pacientes fue mayor que el de sanos.

. La frecuencia de los alelos 9 y 10 de los VNTRs 2 y 3 en el grupo de

padres de pacientes fue mayor que el de sanos.

. Estas frecuencias y las de heterocigocidad distaron de lo observado

en los padres de los pacientes sugiriendo un desequilibrio de

ligamiento.

. El resultado del analisis de datos y locus para la transmision de

desequilibrio sugiere que el VNTR3 esta relacionado con la EVW

(p=0.0457).
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ANEXO I
CMN S XXI UMAE Hospital de Pediatria.
Consentimiento informado para el Protocolo:
Informacion sobre el estudio.
Se le ha invitado a participar en un estudio de investigacion que se
realizara en la unidad de investigacion en genética médica del CMN S XXI
HP. Los médicos de su hijo han determinado que presenta una enfermedad
llamada “enfermedad de Von Willebrand”.
Esta es una enfermedad causada por alteraciones en el material
hereditario, provocando que el tiempo de sangrado sea prolongado con
manifestaciones de sangrado en muchos niveles, especialmente en las
zonas que llamamos mucosas, como nariz, encias etc. Se realizara estudio
molecular en la busqueda de un polimorfismo, es decir, de una variante
del material genético que, si bien no es la causa de la enfermedad, en
ocasiones se asocia a la misma, ya que suelen presentarse juntos, y en
caso de encontrar resultados significativos pueden ayudar para conocer un
poco mas sobre esta enfermedad hereditaria; los resultados del estudio se
daran a conocer solo a las personas que ustedes autoricen.

Procedimiento.

Se tomaran 2 ml de sangre periférica del paciente, asi como de los
familiares de primer grado relevantes para el estudio (padres y hermanos)
siempre y cuando reunan los criterios de seleccion establecidos
previamente y solo si desean participar de manera libre en este protocolo
de investigacion. Al término del estudio, el investigador le proporcionara la
informacion completa sobre los resultados.

Beneficios.

El presente estudio no representa un beneficio directo para el diagnoéstico
y/o tratamiento del paciente y/o sus familiares de manera inmediata. Sin
embargo, el estudio familiar en busqueda del polimorfismo tetranucléotido
del intron 40 y su presentacion con la enfermedad permitira conocer coémo

se comporta este repetido en nuestra poblacion y sentara las bases para
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estudios posteriores que permitan desarrollar una herramienta util para el
dx de esta enfermedad.

Confidencialidad.

La informacion que se obtenga en este estudio, incluyendo registros
clinicos y/o de hospital sera tratada como privilegiada y confidencial.
Potenciales danos secundarios al estudio:
Al ser un estudio de laboratorio que requiere la extraccion de una pequena
muestra de sangre puede presentarse una molestia secundaria a la
puncion con jeringa, que se requiera mas de un intento para tomar la
muestra y probablemente la aparicion de un hematoma que debe
solucionarse de manera espontanea sin maniobras especiales. El estudio
molecular en si no representa ningun riesgo para el paciente ni para los
familiares del mismo.

1. Participacion / suspension.
La participacion de su hijo en este estudio es voluntaria. Usted esta en
libertad de retirar a su hijo de este estudio en cualquier momento. Su
decision de rehusarse a participar o suspender el estudio no afectara la
calidad ni la disponibilidad de su atencion médica.

2. Consentimiento.
Una persona responsable de este estudio le ha explicado los pormenores
del mismo y los riesgos y beneficios potenciales que este implica. Usted a
tenido la oportunidad de hacer preguntas. Si tiene alguna duda debera
comunicarse con las responsables del estudio Dr. Juan Jorge Palacios
Casados y/o Dra. Rosenda Penaloza Espinosa. Al firmar esté documento,

usted accede voluntariamente a participar en este estudio.

Firma del padre o tutor Testigo

Firma de la madre o tutora Testigo

29



Para cualquier duda, comunicarse a la Unidad de Investigacion en
Genética Humana del CMN S XXI HP con el Dr. Juan Jorge Palacios
Casados y/o Dra. Rosenda Penialoza Espinosa, tel 56 27 69 00 ext 21941
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ANEXO II
Método de extraccion de DNA de muestras de sangre.

1. Tomar una muestra de 2-3 ml de sangre de un individuo y mezclarla
con 500 ul de EDTA al 0.5%

2. Centrifugar a 3 Krpm durante 20 min y separar con pipeta Pasteur
la capa de leucocitos de la interfase y pasarla a un tubo eppendorf
limpio y esterilizado.

3. Agregar al tubo 1.5 ml de solucion de lisis de eritrocitos, mezclar
vigorosamente hasta que se halla resuspendido la pastilla.

4. Centrifugar a 5 Krpm por 10 minutos y eliminar el sobrenadante
usando vacio.

5. Repetir los pasos 4,5 y 6 por lo menos dos veces.

6. Resuspender la pastilla en 886 de NaCl a O5mM, agitar
vigorosamente. Dejar 10min a Temperatura Ambiente (TA).

7. Agregar a cada tubo 46 de SDS al 10%, agitar vigorosamente. Dejar
10min a TA

8. Adicionar 308 de NaCl saturado a cada tubo, agitar vigorosamente.

9. Centrifugar 15 min a 15 Krpm. Transferir el sobrenadante a un
nuevo tubo eppendorf.

10. Precipitar el DNA con un volumen de isopropanol o
dos volumenes de etanol.

11. Centrifugar 5 min. a 5 Krpm, eliminar el sobrenadante
y lavar dos veces la pastilla con etanol al 70%.

12. Resuspender la pastilla de DNA en 200 a 500 ul de
agua desionizada

13. Leer la concentracion de DNA a 260 y 280 nm.
Calcular la concentracion tomando en cuenta que 1DO=50ng/ul y la
dil 1:50.

14. Guardar una alicuota a 4°C y otra a —20°C.
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ANEXO III

Técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

1. Se selecciono la region TCTA del intron 40 para amplificar por medio

de la reaccion en cadena de la polimerasa donde se eligieron los

oligonucleotidos de inicio (primers) informados por Pena et al.,(1994),

con la siguiente secuencia:
Vwi40F: TGTACCTAGTTATCTATCCTG;
vw140R: GTGATGATGATGGAGACAG

2. Material necesario:

Agua desionizada., MgCla SOmM. Solucion
amortiguadora para la amplificacion. Mezcla de los
cuatro deoxinucleésidos a 2mM/ul Iniciadores a 10
pmol/ul. DNA genémico 50 ng/ul. Tag DNA polimerasa
S5 U/ul. Termociclador. Tubos eppendorf de 200 ul y

puntas desechables. Micropipetas. Microcentrifugas.

3. Procedimiento:

Se preparara una mezcla de reactivos de acuerdo a lo
informado por Pena et al. (1994) excepcion del DNA
genomico, calculando la cantidad de reactivos para un
volumen final de 25ul.

Posteriormente se agregan 100-200 ng de DNA.

Se colocaran los tubos en el termociclador bajo las
siguientes condiciones: 94°C (4 min), seguida de 35
ciclos de 94°C (30seg), 55°C (30seg) y 72°C (30seg), y

una extension final de 72°C por 2 min.

32



ANEXO IV

Electroforesis en geles de agarosa

. Material

Solucion amortiguadora TBE 1x preparada a partir del stock 5x,
Bromuro de etidio a una concentracion de 1 ug/ml.
Agarosa grado molecular, Marcador de peso molecular de 123 pb,

Camara de electroforesis horizontal, Fuente de poder.

. Procedimiento

Se prepara gel de agarosa al 2% en solucion amortiguadora.

Una vez disuelta la agarosa con calor, se agrega de Bromuro de
etidio, agitandose para homogenizar.

Se vierte la agarosa en la plataforma de la camara y se inserta un
peine para formar pozos.

Una vez que el gel se solidifique, retirar el peine cuidadosamente
y se anade a la camara de electroforesis suficiente solucion
amortiguadora, hasta cubrir el gel.

Se colocan las muestras mezcladas con colorante (azul
bromofenol, xilen cianol y ficoll) en los pozos.

Se aplica una corriente de 100 volts por aproximadamente 20
min.

Posteriormente se trasilumina con una lampara de luz UV y se

toman fotografias mediante el programa digital.
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ANEXO V

Electroforesis en geles de acrilamida.

. Material

Solucion amortiguadora TBE 1x preparada a partir del stock 5x,
Bromuro de etidio a una concentracion de 1 ug/ml.

Acrilamida, Bis-acrilamida, TEMED, Persulfato de amonio (PSA al
10%). Marcador de peso molecular de 123pb, Camara de

electroforesis horizontal, Fuente de poder.

. Procedimiento

Se prepara gel de acrilamida al 8% a partir de un stock al 30%
(acrilmida 29%+bis al 1%) en solucion amortiguadora (de acuerdo
a Sambrook et al. (1999).

Una vez preparada la mezcla de reaccion, se vierte en la
plataforma de la camara y se inserta un peine para formar pozos.

Una vez que el gel polimerice, retirar el peine cuidadosamente y
se anade a la camara de electroforesis vertical, suficiente solucion
amortiguadora, hasta cubrir el gel en ambos extremos.

Se colocan las muestras mezcladas con colorante (Azul de
Bromofenol, Xilen-Cianol y Ficoll) en los pozos.

Se aplica una corriente de 100 volts por aproximadamente 16 hs.

Posteriormente se tine con solucion con bromuro de etidio, se
trasilumina con una lampara de luz UV y se toman fotografias

mediante el programa digital.
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ANEXO VI

Secuenciacion de las muestras seleccionadas.

. Material

Muestra amplificada por PCR, Kit de purificacion de PCR
(QUIAGEN, USA), Big Dye (Appliefd Biosystem, USA), Kit de
purificacion de Big Dye.

. Procedimiento

Las muestras seleccionadas y amplificadas por PCR se purifican
pasandolas por columnas de sephadex QUIAGEN, de acuerdo al
instructivo de la casa comercial. Cuantificar lo obtenido por
espectrofotometro a 260nm. 1DO=30ng/ul.

Continuar con la reaccion de secuenciacion agregando 2 ul de Big
Dye a 30ng de PCR purificado y llevandolo a un volumen de 20ul.
Se lleva al termociclador de acuerdo a las condiciones sugerido
por Applied Biosystem. 25 ciclos (95° 10seg, 50° 5 seg y 60°
4min).

Pasar la reaccion por nuevas columnas de purificacion y secar a
95° 10min.

Llevar al secuenciador donde un experto nos dara los resultados
como electroferograma.

Comparar con lo informado en la literatura e informar en articulo

de publicacion.
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