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Fiecare dintre noi este un inger cu o singura
aripa. Si nu putem zbura decat in doi, imbratisati.

loana Burcut

Todo dentro de nosotros es un angel con solo un ala.
Solo podemos volar juntos, en un abrazo.

loana Burcut

El error no es ceguera, el error es cobardia... Toda
conquista, todo paso adelante es consecuencia del
coraje, de la dureza consigo mismo, de la limpieza
consigo mismao...

Friedrich Nietzsche

¢ Que es bueno? — Todo lo que eleva la voluntad de
poder, el poder mismo en el hombre.

¢Qué es malo? - Todo lo que procede de la debilidad.
& Qué es felicidad? - El sentimiento de que el poder
crece, de que una resistencia queda superada.

Friedrich Nietzsche
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RESUMEN

La Hemofilia A se caracteriza clinicamente por
anormalidades en el factor VIl asociado a Ia
coagulacion sanguinea. Su incidencia es de
1/5000 nifios nacidos vivos. Esta patologia se
hereda de manera recesiva ligada al cromosoma
X. El gen del factor VIl se localiza en el
cromosoma Xq23.1. Se han reportado tres
marcadores con nimero variable de repetidos en
tandem (VNTR's) asociados al gen, dos
intragénicos, Int13 e Int22 y un extragénico St14.
En nuestra poblacion se ignora el grado de
heterocigocidad de estos marcadores
polimérficos y su posible utilidad en el
diagnéstico de portadoras para Hemofilia A. Por
otro lado alrededor del 25% de todos los
pacientes hemofilicos presentan una alteracion
caracteristica en el gen, que consiste en una
inversion que se produce por una recombinacion
homdloga entre las regiones Int22c¢ del gen FVIII
y las regiones Int22a e Int22b situadas fuera del
gen, produciendo un fenotipo grave. Esta
alteracion puede ser detectada en familias sin
antecedentes mediante la amplificacién en
cadena de la polimerasa (PCR) de las regiones
involucradas.

Los objetivos de este trabajo fueron 1) Analizar
la frecuencia y heterocigocidad alélica de los
marcadores VNTR’s Int13, Int22 y St14, en
individuos sanos no emparentados; 2) Definir el
estado portador en familias mexicanas con
antecedentes de hemofilia A; 3) Identificar la
inversion  1-22 en individuos mexicanos
afectados por hemofilia grave y sus familiares

-marcadores

Para el andlisis de la heterocigocidad de los
VNTR’s se estudiaron 160
cromosomas X obtenidos a partir de individuos
no emparentados entre si, para el diagnodstico de
portadoras se ftrabajaron 10 familias con
antecedentes de Hemofilia A y para determinar
la inversion se seleccionaron dos familias con
hemofilia de tipo severo sin antecedentes
hereditarios, todos pertenecientes a ia poblacion
mexicana. A partir dei DNA gendmico de cada
individuo se amplificaron mediante PCR las
regiones de interés. Los productos de
amplificacion fueron analizados por electroforesis
en geles de agarosa y de poliacrilamida.

La heterocigocidad encontrada para los
marcadores Int13, Int22 y St14 fue de 45%, 50%
y 83% respectivamente. El marcador St14 fue el
marcador mas informativo en la deteccion de
portadoras y presentd un alelo no reportado de
680pb. De 39 mujeres analizadas 16 fueron
portadoras, 15 no portadoras y en 8 no se logro
definir su condicién. Se determind la inversién en
un individuo con hemofilia grave, esta alteracién
no se encontrd en la madre y hermanas. En la
segunda familia no se detectd la inversidn por lo
que la enfermedad se debe posiblemente a otra
mutacion en el gen.

El uso de marcadores de tipo VNTR's en la
deteccion de portadoras es de utilidad ya que
aumenta la precision del diagnéstico en familias
con antecedentes familiares de la Hemofilia A.
Por otro lado la técnica para detectar la inversion
abre la posibilidad de diagnostico en aquellas
familias sin antecedentes hereditarios y con
fenotipo grave.




ANTECEDENTES

E! primer caso reconocido de Hemofilia se
describe en el Talmud Babilonico, en la
segunda centuria después de cristo; Rabbi
Simon ben Gamaliel realizd una circuncision
a un infante cuyos primos maternos habian
muerto después de la operacion. Ocho siglos
después durante el periodo arabe en Espafia
aparece el primer caso reportado en la
literatura médica. Khalif ibn Abbas describié
a un hombre que tras una herida sufrid una
hemorragia incontrolable la cual le ocasiono
la muerte®.

A principios de 1800 John Otto describio el
patron de transmisién de esta enfermedad
"Es una circunstancia peculiar en donde solo
los hombres estan sujetos a esta extrana
afeccion. Las mujeres no la padecen, sin
embargo aln tienen la capacidad de
transmitila a sus hijos". La caracteristica
clinica principal observada fueron sangrados
graves a partir de lesiones triviales®.

En 1911 Bullech y Fiders en una
recopilacidn monumental revisaron cerca de
1000 casos de hemofilia, extrayendo 224
arboles genealdgicos. Ellos describieron la
mayoria de las caracteristicas clinicas que
hoy en dia se siguen utilizando®.

En 1909 Baterson publicdé el libro Los
principios hereditaros de Mendel en el cual
aparece un analisis de la ceguera al color
ligada de manera recesiva al cromosoma X.
El interpretdé  que las mujeres portadoras
son. heterocigotas y por lo tanto no
afectadas. Ademas explico por que los hijos
de los hombres afectados son normales,
mientras que sus hijas son portadoras,
concluyd correctamente que el dimorfismo
sexual se encontraba implicado. Se hizo 1a
correlacion con hemofilia y se observd que
encajaba de manera idéntica. A su vez la
existencia ~de  mujeres  homocigotas

afectadas también fue predicha y explicada
por Baterson®.

El caso familiar mas famoso de hemofilia es
el de los descendientes de la reina Victoria.
Ninguno de los ancestros de la Reina
sufrieron sangrados, sin embargo ella fue
portadora ya que uno de sus hijos
(Leopoldo) estuvo afectado y dos de sus
hijas fueron portadoras, transmitiendo la
enfermedad a sus hijos (Figura 1). A fravés
de intermatrimonios y matrimonios entre
dinastias, el gen fue llevado a otras tres
familias reales en Europa, con
consecuencias tragicas en la familia Real de
Rusia. Entre los varones afectados solo
Leopoldo tuvo hijos y murié a la edad de 31
afios®®. Dado que la hemofilia se produce
por la deficiencia ya sea del factor Vil o IX y
puesto que todos los afectados en esta
familia han muerto se desconoce cual de los
dos tipos afectd a la familia Real. Una
posible causa de la enfermedad en esta
familia pudo ser el gameto proporcionado
por el padre de la Reina, Edward, Duke de
Kent, quien tenia 54 anos cuando Victoria
nacio®.

En 1893 comenzaron los estudios para
encontrar la alteracién en la sangre de los
hemofilicos. Almroth Wright mostré que en
un tubo capilar la sangre normal coagula en
6 minutos, mientras que la sangre de un nifio
con hemofilia grave toma mas de 10 minutos
en hacerlo. En 1911 Thomas Addis demostro
gue el tiempo que toma la sangre de un
hemofilico en coagular puede ser corregido
con una fraccién de sangre normal. Por otro
lado demostrd el retraso que existe en la
conversibn de protrombina a trombina,
concluyendo que la deficiencia de
protrombina era la causa de la falla
hemostatica. En 1935 Quick utilizando un
nuevo meétodo para medir la protrombina
mostrd que esta se encontraba en niveles
normales en la sangre de hemofilicos. Otra
teoria, elaborada por Morawitz en 1908,
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Figura 1. Arbol genealdgico de la Reina Victoria y sus descendientes.

propusc que la hemofilia se debla a la
deficiencia de los corpUsculos para producir
trombocinasa, sin embargo esta hipotesis no
fue corroborada en experimentos
posteriores®.

En 1937 Patek y Taylor reexaminaron la
fraccion sanguinea que Addis habia utilizado
para corregir el tiempo de coagulacion en la
sangre de hemofilicos. Observaron que esta
fraccion era una euglobulina que contenia
varias proteinas. Ellos denominaron a esta
fraccion  "globulina" y  posteriormente
"globulina antihemofilica" (AHG). Por lo que

Ta hemofilia se considerd una deficiencia de

AHGZ.

En 1952 se reportd que la alteracibn se
corrigié en un paciente con hemofilia cuando
su sangre fue mezclada con la sangre de
otro paciente con caracteristicas similares.
Este dato fue importante ya que se concluyd
que existia otro factor involucrado en la
hemofilia. Por convenio internacional a AHG

‘muy bajas en sangre'

se le asigné el nidmero romano Vill y al
nuevo factor se le asignd el namero IX,
denominandoles hemofiia A y B
respectivamente®.

En la década de los 50's comenzaron los
trabajos para purificar el factor VI, sin
embargo estos trabajos no tuvieron éxito ya
que el factor VIIlI copurifica con su proteina
de transporte, el Factor von Willebrand
(VWWF), por oftro-lado el factor VIll es
inestable y se encuentra en concentraciones
°. No fue hasta 1979
cuando el factor VI fue separado
completamente del Factor von Willebrand
mediante purificacion por inmunoafinidad®.
En 1982 utilizando anticuerpos
monoclonales fabricados a partir de factor
VIl porcino se consiguid aislar suficiente
Factor VIiI para poder realizar una secuencia
polipeptidica parcial, lo cual permitié |a
clonacién de su ¢DNA y posteriormente el
descubrimiento del gen® .




Caracteristicas Clinicas

Se estima que a nivel mundial la incidencia
de la hemofilia A es de 1 en 10,000 nifos
nacidos vivos, sin embargo este dato puede
estar subestimado ya que en paises en
donde existe un centro de registro detallado
la incidencia es mayor, tal es el caso del
Reino Unido en donde se encuentra una
incidencia de 1 en 5000 nifios nacidos
vivos®. Una causa posible de la estimacion
baja pueden ser los casos no reportados de
hemofilia ligera y moderada;, ambas
representan la mitad de los casos de
hemofilia y cominmente suelen pasar
desapercibidas manifestandose solamente
tras una intervencion quirdrgica mayor o en
algun traumatismo considerable.

La enfermedad generalmente afecta a
varones y posee un patron de herencia
recesivo ligado al cromosoma X. La
gravedad en la frecuencia del sangrado es
inversamente proporcional a los niveles
residuales del Factor VIl en sangre (Tabla
1y'. Cualquier articulacibn puede tener
sangrados, sin embargo las mas afectadas
son regularmente las de carga y/o tension
importante como son tobillos, rodillas, cadera
y codos. Si estos sangrados no son tratados
pueden producir dolor, rigidez e inflamacion
durante dias e incluso semanas. La sangre
es extremadamente irritante para la sinovial
y causa sobrecrecimiento de la misma lo que
da fragilidad al tejido capilar originando que
existan sangrados recurrentes.
Probablemente por la acumulacién de hierro
en los condrocitos se presenta una artritis
degenerativa produciendo irregularidades en
el contorno articular terminando finalmente
en anquilosis®.

Ei sangrando muscular se concentra
principalmente en los musculos grandes de
muslos, pantorrillas, pared abdominal
posterior y gliteos. Estos sangrados
producen necrosis isquémica y contractura.

Tabla 1. Relacién entre actividad del factor VIIL y
gravedad de la enfermedad

Factor VIII Sangrado Incidencia
(UfdD) {%)

Grave. Sangrados espontineos
<2 en articulaciones, musculos y 50
©rganos internos

Moderado. Algunos sangrados
2-10 espontaneos, sangrados ante 30
traumatismos menores

Leve. Sangrados solo ante

>10-30  traumatismos fuertes o cirugias 20

La hematuria es poco frecuente
presentandose uno o dos episodios por
década y regularmente cesa
espontaneamente. El sangrado orofaringeo
es poco comun, sin embargo es clinicamente
peligroso ya que puede ocasionar la
obstruccion de vias respiratorias®.

La cirugia mayor y los traumatismos
expuestos en pacientes sin tratamiento
producen hemorragias peligrosas. Estas
hemorragias no son abundantes, sin
embargo son muy persistentes. Puede haber
una cicatrizacion fragil que facilmente puede
romperse reiniciando el sangrado.
QOcasionalmente una hemorragia continua en
los  musculos puede  producir  un
pseudotumor hemofilico. Esta condicion se
ve en personas que son resistentes al
tratamiento convencional. o en aquellos
pacientes que no tienen a su alcance un
tratamiento adecuado. Las equimosis
también son muy comunes en hemofilia, sin
embargo solamente tienen significancia
estética ya que son superficiales®.

Los sangrados en el sistema nervioso central
pueden surgir después de una lesion




pequefa en la cabeza y son la causa mas
comun de muerte en los hemofilicos

La enfermedad puede darse a conocer
desde la etapa neonatal con un
cefalohematoma y sangrados prolongados
en el corddbn umbilical. En la mayoria de los
casos el diagnéstico se realiza cuando el
infante presenta varios equimosis debidos a
sus primeros intentos al caminar. Muchas
veces esta situacién es confundida con el
sindrome del nifio maltratado. Tan pronto
como el nifo tiene una actividad mas intensa
pueden comenzar los sangrados en las
articulaciones.

Como ya se ha mencionado, en pacientes
con hemofilia moderada o ligera muchas
veces la enfermedad se manifiesta
tardiamente cuando existen sangrados
intensos como resultado de traumatismos 6
cirugias importantes?®.

Diagnostico Clinico de Hemofilia A

Las pruebas de laboratorio mas comunes en
pacientes con hemofilia son el tiempo parcial
de tromboplastina (PTT), tiempo de
protrombina (PT), tiempo de coagulacién de
trombina (TCT), tiempo de coagulacion y
cuenta de plaquetas. También se realizan
pruebas con anticuerpos para el antigeno
VWF, para distinguir entre la hemofilia A y la
enfermedad de von Willebrand ya que
ambas pueden confundirse con las pruebas
normales de laboratorio®.

Biologia Molecular

El gen del Factor VIl fue clonado en 1984,
A partir de una secuencia polipeptidica
parcial de la proteina se sintetizd un
oligonucledtido que fue hibridado contra una
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Figura 2. Localizacién y estructura del gen del Factor VI A Localizaciéon en el cromosoma X. B,
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libreria genémica del bacteriéfago A con ello
se “camind en el genoma” utilizando una
serie  de clonas sobrelapadas de
bacteriofago A y césmidos™®. Este mapeo
revelo que el gen del Factor VIl se
encuentra localizado en el brazo largo dei
cromosoma X, en la banda Xq28*a 1 Mb del
teidbmero (Figura 2a)*%. Se encuentra ligado
con dos loci, por una parte con el locus de
G-6-PD a una distancia de 500 kb y por otra
parte con el locus de la ceguera al color
(Figura 2b) **2,

El gen del Factor VIl posee una longitud de
186 kb, contiene 26 exones y 25 intrones. La
secuencia de los exones, los limites exon-
intron y la regién UTR 5 ya se han
determinado. La longitud de los exones varia
desde 69 hasta 262 pb, a excepcién del los
exones 14 y 26 que. poseen un tamafno de
3106 y 1958 pb respectivamente (Figura 2¢)

El mRNA tiene una longitud de 9 kb con una
secuencia para codificar 7053 nucledtidos.
En el intrén 22 existe una isla CpG que esta
asociada con dos genes adicionales. Uno de
ellos tiene una longitud de 1.8 kb y produce

un transcrito en una gran variedad de

células®. Tiene una orientacién opuesta a la
del Factor VIl y no posee interrupcién. A
esta secuencia se denomina "gen A"
asociado al Factor VIl (F8A). El segundo
gen denominado "gen B” asociado al Factor
VIl (F8B) tiene una longitud de 2.5 kb y se
transcribe en la misma direccion que el
Factor VIl utilizando los exones 23 al 26
(Figura 2d). La funciébn de ambos no es
conocida.

El factor VIl se expresa principalmente en
higado, bazo y nédulos linfaticos. No se ha
detectado en medula Osea, linfocitos ni
células endoteliales. En el higado la célula
que lo sintetiza primordiaimente es el
hepatocito®™ .

Proteina

El gen del Factor VIl codifica una proteina
de 2351 aminoacidos, los primeros 19
residucs constituyen al péptido sefal®. La
proteina madura contiene 2332 aminoacidos
con un peso molecular de 263,763 daltons.
Posee 25 sitios potenciales de glicosilacion y
23 residuos de cisteina; 14 de ellos estan
conservados en el Factor V, sugiriendo que
ambas proteinas se pliegan de manera
similar.

El Factor VIl tiene tres dominios con una
homologia del 30 por ciento entre si. El
primer dominioc es A1, codificado por los
exones 1 al 8 comprende los aminoacidos 1
al 329. El segundo dominio A2 es codificado
por los exones 9 al 13 y una seccion del 14,
comprende los residuos 380 al 711. El
dominio A3 es codificado por la regién 3' del
exon 14 y los exones 15 al 18 sus residuos
son del 1649 al 2019.

Los dominios A poseen homologia con los
dominios A de las proteinas ferrodoxina,
ceruloplasmina y Factor V%,

Los dominios A2 y A3 se encuentran
separados por una region de 983
aminoacidos denominada domino B. Este
dominio es codificado por casi todo el exén
14, posee 19 de los 25 sitios de glicosilacion.
Hasta el momento no posee funcién
conocida.

En la regidn carboxilo terminal de la proteina
se encuentran dos dominios, C1 y C2. El
dominio C1 es codificado por los exones 20
al 23, correspondiendo a los residuos 2020
al 2172%. El dominio C2 es codificado por los
exones 24 al 26 con los residuos 2173 al
2332. Estos dominios poseen una homologia
con las cadenas A, C y D de la discoidina | y
con los dominios C del Factor VZ,
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Figura 3. Cortes proteoliticos en el Factor Vil en su secrecion, activacion e inaclivacion.

El orden de los seis dominios desde extremo
amino terminal al carboxilo terminal es el
siguiente: A1-A2-B-A3-C1-C2%,

Biosintesis del Factor Viii

El Factor Vil se sintetiza como una cadena
sencilla de 2351 aminoacidos®. Los primeros
19 aminoacidos corresponden al péptido
seffial el cual es cortado en el reticulo
endoplasmico (RE). En el RE oligosacaridos
de manosa son afiadidos a los residuos de
asparagina, a su vez una porcion significante

de Factor VIl es unido a una proteina

denominada GRP78 (proteina reguladora de
glucosa 78 kDAY?. Se desconoce si esta
proteina se secreta junto con el factor VIl o
es degradada previamente®. El factor VI
pasa al aparato de Golgi en donde es
cortado en los sitios R1313 y R1648
pertenecientes al dominio B. Estos cortes
generan una cadena pesada de 200 kDa del
extremo amino terminal y una cadena ligera

de 80 kDa del extremo carboxilo terminal
(Figura 3). Asi mismo se le afaden
carbohidratos a los residuos serina y
treonina, y se sulfatan seis residuos de
tirosina en ambas cadenas®.

En el plasma la cadena pesada se asocia
idnicamente con la cadena ligera. El factor
vWF es requerido para estabilizar al factor
Vil uniéndose a las dos cadenas en el fluido
extracelular. Ademas de dar estabilidad,
vWF promueve las asociaciones de las dos
cadenas y protege a la cadena pesada de la
inactivacion® .

El factor VIl es activado por cortes
proteoliticos realizados por el factor lla en
presencia de superficies fosfolipidicas®. El
corte en la cadena pesada R740 genera un
polipéptido de 90 kDa que es a su vez
cortado en R372 para generar polipéptidos
de 50 y 43 kDa". La cadena ligera es
cortada en R1689 liberando al VvWF

produciendo un polipétido de 73 kDa (Figura




3)*. Después de la activacion, el factor VI
es un heterodimero constituido por la
subunidad A1 de 50 kDa, la subunidad A2 de
43 kDa y la subunidad A3-C1-C2 de 73 kDa.
Todas las subunidades interactian con
fosfolipidos y la superficie plaquetaria®.

El factor VIHl es un participante importante en
la coagulacion sanguinea ya que activa al
factor IXa y éste a su vez activa al Factor X.
El Factor 1Xa, en presencia del Factor VIlI
activado, iones calcio y fosfolipidos cargados
negativamente, realiza un corte en el
extremo amino terminal del factor X
produciendo factor Xa con lo cual prosigue la
hemostasis®'.

La inactivacién del factor VIl se realiza por
cortes de la proteina activada C (APC) en la
regiones R336 y R562. Los factores lla, Xa y
IXa también cortan en R336. La enfermedad
de trombofilia heredada en donde existe la
formacién de coagulos sanguineos se debe
a la resistencia del factor VIl al corte
proteolitico en esta region''.

Se ha observado que mutaciones en la
region R740 no afectan la actividad del factor
VII®*, sin embargo mutaciones en R372 y
R1689 son importantes ya que el factor lla
no puede realizar los cortes para activarlo®.

Mutacicnes en la subunidad A2 resultan en
la pérdida de la actividad del factor ViIl. El
dominio B abarca los aminoacidos 740 al
1648, deleciones de los segmentos 797 al
1652 y 759 al 1639 no interfieren con la
actividad normal del factor VIil. La funcion
especifica de ambos dominios es
desconocida®®.

Mutaciones en el vVWF en las regiones de
union al factor VIl resultan en un fenotipo
similar al de la hemofilia A pero con un
modelo de herencia autosomico recesivo®.

. Mutaciones en el Gen FVII|

Cerca del 95 por ciento del total de las
mutaciones encontradas en el gen del factor
VIlIl son mutaciones puntuales consistentes
de substitucién, eliminaciones e inserciones
de segmentos pequefios de nucledtidos™.
Las eliminaciones grandes se encuentran
dentro del 5 por ciento y usualmente
producen hemofilia de tipo grave, estas
eliminaciones se distribuyen a lo largo del
gen sin patron fijo y se producen por
recombinaciéon no homologa de una regidon
del gen'®.

Solamente en ccho mutaciones puntuales se
ha encontrado la relacién estructura-funcion
entre el gen y la proteina. Mutaciones en los
sitios de corte para el factor lla 372 y 1689
bloquean la activacion del factor VIil. Por
otro lado, existen dos mutaciones que
anaden dos sitios de glicosilacién en ia
proteina en 564 y 1770. En ambos casos el
factor Vill se encuentra presente en niveles
normales pero esta inactivo®.

La substitucidn de nucledtidos se encuentra
distribuida por todo el gen. Se ha visto sin
embargo que las mutaciones se incrementan
un poco mas en la regién correspondiente al
dominio A2. Asi mismo se ha observado que
el 50% de las mutaciones que bloquean por
completo los niveles de factor VIl en sangre
se encuentran en este mismo dominio y
probablemente estas mutaciones interfirieren
en el plegamiento y estabilidad de Ia
proteina. Estos datos sugieren que el
dominio A2 puede ser el mas importante en
la actividad procoagulante®.

El gen del factor VIli fue uno de los primeros
en ser estudiado a nivel molecular y reveld
una serie de mutaciones nuevas que
posteriormente fueron descritas en otros
genes'. Una de estas alteraciones
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Figura 4. Inversion producida en el gen FVIIl. A. Dos copias del gen F8A se encuentran rio arriba hacia el
telomero. B. Se puede presentar una recombinacion homologa entre el gen F8A y alguna de las dos copias. C.
£l gen es interrumpido en el intron 22 y el segmento de los exones 1 al 22 quedan 400 kb rio arriba en posicion

inversa.

fueron cambios de CG a TG*. El 35% de las
mutaciones observadas en el gen del factor
VIl corresponden a este tipo de cambios.
Ellos se originan porque los dinucleodtidos
CG son los Unicos que pueden ser metilados
formando 5-metilcitocina, esta molécula
puede ser desaminada espontaneamente
originando una timina que al no ser reparada
origina la mutacién'.

Por otro lado, las primeras inserciones de
transposones fueron descritas en 1987 en el
gen FVIII en dos pacientes con elementos L1
insertados en el exén 14, estos elementos al
parecer se retrotransportaron a partir de un
glemento L1 activo localizado en el
cromosoma 22%, |

Como ya se describid anteriormente en el
intrén 22 se encuentra el gen F8A. Rio arriba
del extremo 5’ del gen del factor VIII existen
dos copias mas de este gen. F8A puede
unirse por mal apareamiento con aiguna de
estas dos copias produciendo una
recombinacion homéloga resultando en
alguna de dos inversiones grandes que

interrumpen al gen del factor VIIl. Esta
inversion coloca a los exones del 1 al 22
unas 400 kb rio arriba de los exones 23 al 26
y orientado en posicion inversa (Figura 4).
Esta alteracion se encuentra presente en el
25% de todos los pacientes con hemofilia de
tipo A y produce un fenotipo grave®,

Diagnostico de Portadoras

De manera comun las determinaciones
bioquimicas del factor VIl son las mas
utilizadas para el diagnéstico de portadoras.
Las mujeres portadoras de algun defecto en
el gen FVIi poseen en promedio el 50 por
ciento de factor VIII en su plasma. Sin
embargo en la practica se ha observado que
los niveles de factor VIl entre mujeres
normales y portadoras muchas veces se
sobrelapan. Este problema tiene varias
causas como: inactivacion del cromosoma X
al azar, edad, grupo sanguineo, fase de
respuesta aguda y estado hormonal™.

Para aumentar las probabilidades en la
deteccion de una portadora se recurren a




calculos estadisticos tomando en cuenta los
datos bioquimicos, el grupo sanguineo vy
edad. Después se recurre al analisis del
arbol genealégico para poder obtener una
probabilidad total. Desafortunadamente la
precision de este tipo de estudios da una
certeza del 50%>

Dada la amplia variedad de mutaciones que
se encuentran en el gen FVIill es muy dificil
realizar el diagnostico localizando Ia
mutacion que origina la enfermedad, por ello
se recurre a métodos indirectos como el
ligamiento  genético de  marcadores
polimérficos. El principio del diagnostico con
estos polimorfismos consiste en reconocer al
gen FVIHl alterado en un paciente y
posteriormente buscarlo en sus familiares'.

Varios polimorfismos han sido asociados con
el gen FVHI. En un principio se utilizaron
marcadores con fragmentos de restriccion
polimérficos en longitud (RFLP's) sin
embargo la mayoria se encuentran fuera del
gen y por lo tanto son susceptibles de sufrir
un evento de recombinacidbn con una
probabilidad del 4%. Por ello los marcadores
intragénicos son mas confiables para
propdsitos de diagnéstico. A pesar del gran
tamafioc del gen solamente cuatro
marcadores RFLP's han sido identificados
en el gen FVII°. Debido a que estos
marcadores son  bi-alélicos se han
presentado desequilibrios de ligacion™. Si los
cuatro  marcadores  intragenicos  son
utilizados se alcanza una certeza del 65% en
el diagnostico®.

A principios de los noventas se identificaron
dentro y fuera del gen marcadores con
secuencias variables repetidas en tandem
(VNTR's). En los intrones 6, 13, 22 y 25.
siendo los encontrados en los intrones 13 y
22 los mas polimorficos. Fuera del gen se
identifico al marcador St14°.  Estos
marcadores poseen multiples  alelos.

Y

Precisamente su variabilidad alelica los hace
muy utiles para el diagndstico de portadoras
ya que aumenta la certeza hasta casi un
99%%. Para utilizar estos marcadores es
necesario determinar previamente las
frecuencias alélicas y su heterocigocidad.
Estos datos ya han sido establecidos en
poblaciones caucasica, canadiense, italiana,
eslava, uzbeki y china™.

JUSTIFICACION

En México el diagnostico de portadoras para
hemofiia A se hace con métodos
bioquimicos, pero como ya se ha
comentado, la certeza con estos estudios es
del 50%. Existen trabajos en nuestro pais en
los cuales se ha reportado el empleo de los
marcadores RFLP's, sin embargo los
resultados no han sido satisfactorios ya que
presentan una certeza de entre 44 y 48%
respectivamente®®*. Con respecto a los
marcadores VNTR's hasta el momento no se
han determinado sus frecuencias y por lo
tanto se desconoce si pueden ser utiles en el
diagnéstico de portadoras en nuestro pais

Por otro lado es de gran interés poder
detectar la inversion caracteristica de los
exones 1 al 22 ya que se encuentra presente
en el 25% de todos los casos de hemofilia,
con ello se ampliaria ain mas la certeza en
el diagnéstico.

OBJETIVOS

1) Analizar la frecuencia y
heterocigocidad  alélica de los
marcadores VNTR's Int13, Int 22 y
St14 en individuos mexicanos sanos
no emparentados.

2) Definir el estado portador en familias
mexicanas con antecedentes de
hemofilia A
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Precisamente su variabilidad alélica los hace
muy Utiles para el diagnéstico de portadoras
ya que aumenta la certeza hasta casi un
99%%. Para utilizar estos marcadores es
necesarioc determinar previamente las
frecuencias alélicas y su heterocigocidad.
Estos datos ya han sido establecidos en
poblaciones caucasica, canadiense, italiana,
eslava, uzbeki y china™.

JUSTIFICACION

En México el diagnostico de portadoras para
hemofilia A se hace con métodos
bioquimicos, pero como ya se ha
comentado, la certeza con estos estudios es
del 50%. Existen trabajos en nuestro pais en
los cuales se ha reportado el empleo de los
marcadores RFLP's, sin embargo los
resultados no han sido satisfactorios ya que
presentan una certeza de entre 44 y 48%
respectivamente®®®*. Con respecto a los
marcadores VNTR's hasta el momento no se
han determinado sus frecuencias y por lo
tanto se desconoce si pueden ser utiles en el
diagnostico de portadoras en nuestro pais

Por otro lado es de gran interés poder
detectar la inversidn caracteristica de los
exones 1 al 22 ya que se encuentra presente
en el 25% de todos los casos de hemofilia,
con ello se ampliaria aun mas la certeza en
el diagnéstico.

OBJETIVOS
1) Analizar la frecuencia vy
heterocigocidad alélica de los

marcadores VNTR's Int13, Int 22 y
St14 en individuos mexicanos sanos
no emparentados.

2) Definir el estado portador en familias
mexicanas con antecedentes de
hemofilia A




3) ldentificar la inversion 1-22 en
individuos mexicanos afectados por
hemofilia grave y sus familiares.

HIPOTESIS NULA

Los marcadores VNTR's son utiles en el
diagnostico de portadoras en nuestra
poblacion.

METODOS

Este trabajo fue evaluado y aceptado por el
comité de ética del Hospital de Pediatria
Centro Médico Nacional Siglo XXI IMSS,
certificando la confidencialidad de los datos
obtenidos. Cada participante fue informado y
aceptd por escrito su colaboracion.

Muestra bioldgica. Como grupo control se
obtuvieron 80 muestras sanguineas (160
cromosomas X) de mujeres mexicanas no
emparentadas de Banco de sangre del
Centro Medico Nacional Siglo XXI, IMSS.
Los pacientes se seleccionaron con
diagnoéstico clinico y bioquimico de hemcfilia
A en la Clinica de Hemofilia del Hospital de
Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo
XXI, IMSS.

Como criterios para seleccionar a las
familias, se tomaron en cuenta antecedentes
familiares con padres y abuelos mexicanos,
niamero de posibles portadoras, no haber
sido transfundidos al menos dos meses
previos al estudio y el consentimiento por

escrito para participar en el estudio. Para

detectar la inversion se seleccionaron a dos
familias con individuos con fenotipo grave.

Extraccion de DNA. La extraccion de DNA
genémico se realizd a partir de 10 ml de
sangre periférica utilizando la metodologia
descrita por Kempter®. haciendo extracciones
fendlicas. L.a concentracion del DNA obtenido
se determiné por espectrofotometria y la

1

integridad en geles de agarosa al 1% tefiidos

-con bromuro de etidio al 0.5ng/ul.

Intrones 13 y 22, Las condiciones de
amplificacidon se basaron en las reportadas
por Lalloz ¥ con algunas modificaciones
para realizar los ensayos sin radioactividad.
En un volumen final de 25 pl se afadieron
0.25 mM de cada desoxinucleétido trifosfato
{dNTP), 3.5 mM de MgCl,, 20 pmol de cada
oligonucledtido (Tabla 11), 300 ng de DNA
genomico v 1 unidad de Taq polimerasa. Las
condiciones del termociclador fueron:
desnaturalizacion inicial 5 min 95°C, 35
ciclos de 35 seqg a 94°C, 1 min a 52° C
(intrdbn 13) 6 54°C (intréon 22), 1 min 72°C,
extension final de 5 min por 72°C. Los
productos de amplificacidon se sometieron a
electroforesis en geles de poliacrilamida
como se describe mas adelante.

Tabla Nl. Secuencia de los oligonucliedtidos
utilizados para amplificar los marcadores 13, 22 y
Stt4, asi como los utilizados en la Inversion 1-22.

SECUENCIA DE OLIGONUCLEOTIDOS

intt3
5" GCATCACTGTACATATGTATCTT 3'
5 CAAATTACATATGAATAAGCC ¥

int22

5 TTCTAAGAATGTAGTGTGTG 3
STAATGCCCATATTATAGA 3’

St14

5 GGCATGTCATCACTTCTCTCATGTT 37
5" CACCACTGCCCTCACGTCACTT 3

Inversion 1-22
P 5 CCCTGCCTGTCCATTACACTGATGACATTATGCTGAC 37

Q5 GCCTACAACCATTCTGCCTTTCACTITCAGTGCAATA 3
A 5  ACAAAGGGGGAAGAGTGTGAGGGTGTGGGATAAGAA 37
| B 5 CCCAAACTATAACCAGCACCTTGAACTTACCCTCT 3

Marcador St14. Las condiciones utilizadas
para amplificar este marcador fueron
descritas por Richards*’. En un volumen final




3) ldentificar la inversion 1-22 en
individuos mexicanos afectados por
hemofilia grave y sus familiares.

HIPOTESIS NULA

Los marcadores VNTR's son dtiles en el
diagnoéstico de portadoras en nuestra
poblacion.

METODOS

Este trabajo fue evaluado y aceptado por el
comité de ética del Hospital de Pediatria
Centro Médico Nacional Siglo XXI IMSS,
certificando la confidencialidad de los datos
obtenidos. Cada participante fue informado y
aceptd por escrito su colaboracion.

Muestra bioldgica. Como grupo control se
obtuvieron 80 muestras sanguineas (160
cromosomas X) de mujeres mexicanas no
emparentadas de Banco de sangre del
Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.
Los pacientes se seleccionaron con
diagnostico clinico y bioquimico de hemofilia
A en la Clinica de Hemofilia del Hospital de
Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo
XXI, IMSS.

Como criterios para seleccionar a las
familias, se tomaron en cuenta antecedentes
familiares con padres y abuelos mexicanos,
nimero de posibles portadoras, no haber
sido transfundidos al menos dos meses
previos al estudio y el consentimiento por
escrito para participar en el estudio. Para
detectar la inversion se seleccionaron a dos
familias con individuos con fenotipo grave.

Extraccion de DNA. La extraccion de DNA
genémico se realizd a partir de 10 ml de
sangre periférica utilizando la metodologia
descrita por Kempter®. haciendo extracciones
fendlicas. La concentracion del DNA obtenido
se determind por espectrofotometria y la

1

integridad en geles de agarosa al 1% tefiidos

-con bromuro de etidio al 0.5ng/pi*.

Intrones 13 y 22. Las condiciones de
amplificacion se basaron en las reportadas
por Lalloz #2,con algunas modificaciones
para realizar los ensayos sin radioactividad.
En un volumen final de 25 pl se afadieron
.25 mM de cada desoxinucledtido trifosfato
(dNTP), 3.5 mM de MgCl;, 20 pmol de cada
oligonucleétido (Tabia 1), 300 ng de DNA
genomico ¥ 1 unidad de Taq polimerasa. Las
condiciones del termociclador fueron:
desnaturalizacidén inicial 5 min 95°C, 35
ciclos de 35 seg a 94°C, 1 min a 52° C
(intrdn 13} 6 54°C (intrdn 22), 1 min 72°C,
extension final de 5 min por 72°C. Los
productos de amplificacién se sometieron a
electroforesis en geles de poliacrilamida
como se describe mas adelante.

Tabla H. Secuencia de los oligonucledtidos
utilizados para amplificar los marcadores 13, 22 y
Sti4, asl como los utilizados en la Inversion 1-22.

SECUENCIA DE OLIGONUCLEOTIDOS

Int13

5 GCATCACTGTACATATGTATCTT 3
5 CAAATTACATATGAATAAGCC 3

Int22
5 TTCTAAGAATGTAGTGTGTG 3°
5TAATGCCCATATTATAGA 3°

Sti4

5" GGCATGTCATCACTTCTCTCATGTT 3°
5 CACCACTGCCCTCACGTCACTT &

Inversion 1-22
P 5 CCCTGCCTGTCCATTACACTGATGACATTATGCTGAC 3’

Q&5 GCCTACAACCATTCTGCCTTTCACTTTCAGTGCAATA 3
A 5 ACAAAGGGGGAAGAGTGTGAGGGTGTGGGATAAGAA 3
B 5" CCCAAACTATAACCAGCACCTTGAACTTACCCTCT 3

Marcador St14. Las condiciones utilizadas
para amplificar este marcador fueron
descritas por Richards*. En un volumen finaj




de 25pl se afadieron 0.25mM de cada
dNTP's, 1.5 mM de MgCly, 20 pmol de cada
oligonucledtido (Tabla 11), 250 ng de DNA
gendmico y 1 unidad de Taq polimerasa. Las
condiciones del termociclador fueron:
desnaturalizacién inicial 5 min 94° C, 24
ciclos de 20 seg a 94°C, 30 seg a 55° C y 20
seg a 74° C, extension final de 5 min a 74°
C. Los productos de amplificacion se
sometieron a electroforesis en geles de
agarosa al 1% tefidos con bromuro de etidio
(0.5/pl).

Inversion 1-22. La reaccion se realizé en
base al trabajo de Qiang*®. En un volumen
final de 50l se afiadieron 0.25 mM de dGTP
y dGTP7-deaza, 0.5mM de los restantes
dNTP's, 7.5% de dimetilsulfoxido (DMSO),
40 pmol de los oligonucledtidos P y Q, 12
pmol de los oligonucledtidos A y B. (Tabla I),
2.25 mM de MgCl,, 3.3 unidades de Taq
“Spand Long Template” (Roche) y 250 ng de
DNA gendmico. Las condiciones del
termociclador  fueron:  desnaturalizacion
inicial de 2 minutos a 94°C, 10 ciclos de 12
seg a 94°C, 30 seg a 65°C, 12 min a 68°C,
20 ciclos de 12 seg a 94°C, 30 seg a 65°C,
12 min a 65°C con 20 seg mas por cada
ciclo adicional. Extension final de 15 min a
68°C. Los productos de amplificacion se
sometieron a electroforesis en geles de
agarosa al 0.6%. El gel se analizd mediante
el sistema de analisis digital IS1000 de Alpha
Innotech.

Geles de poliacrilamida. Se construyd una
camara de electroforesis para geles de
poliacrilamida de 33 cm de longitud con
separadores de 1.2 mm de espesor. La
electroforesis se llevd a cabo en geles de
poliacrilamida al 8% no desnaturalizantes a
un voltaje de 650 Voits. Los geles fueron
teflidos con bromuro de etidio a 0.5ng/pl. El
tamafio de bandas fue obtenido mediante
regresion lineal utilizando el sistema de
imagen digital 1IS1000 de Alpha innotech.

Digestion con enzima Taq |. Algunos

-productos de amplificacion del marcador

St14 fueron sometidos a digestion con la
endonucleasa Taq |. En un volumen final de
20ul se afiadieron 13ul del producto de
amplificacion, 2pl de buffer de digestion y 5U
de enzima Taq | (Gibco). La incubacion se
realizé por 2 horas a 65°C%. Los productos
de digestiébn fueron corridos en geles de
agarosa al 1% tefidos con bromuro de
etidio.

RESULTADOS
Haplotipos

Los  haplotipos de individuos no
emparentados fueron utilizados para definir
la frecuencia alélica asi como |la
heterocigocidad de los marcadores Int13,
Int22 y St14. Se analizaron 160 cromosomas
X de mujeres mestizas mexicanas no
emparentadas. Fueron 8 los alelos
encontrados para el intrén 13, sus tamafios y
frecuencias se muestran en la tabla Iil, el
rango de repetidos fué de (CA)ig a (CA)s
(Figura 5). De acuerdo al nUmero de alelos
la heterocigocidad esperada era de 83%, sin
embargo la observada fue del 41.3%. La
frecuencia de heterocigocidad observada
respecto a la esperada (P< 0.001) fue
estadisticamente significativa (tabla Ill).
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Figura 5. Gel de poliacrilamida al 8% mostrando los
haplotipos de! marcador Int13 en individuos
normales. Carril 2 alelos (CA)s y (CA)ag, Carriles 1, 3
y 4 alelo (CA)ze M marcador de peso molecular, (-)
control nenativa




de 25ul se afadieron 0.25mM de cada
dNTP's, 1.5 mM de MgCl, 20 pmol de cada
oligonucledtido (Tabla i), 250 ng de DNA
genomico y 1 unidad de Taq polimerasa. Las
condiciones del termociclador fueron:
desnaturalizacion inicial 5 min 94° C, 24
ciclos de 20 seg a 94°C, 30 seg a 55° C y 20
seg a 74° C, extension final de 5 min a 74°
C. Los productos de amplificacion se
sometieron a electroforesis en geles de
agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio
(0.5/ul).

Inversion 1-22. La reaccién se realizé en
base al trabajo de Qiang*. En un volumen
final de 50pl se afiadieron 0.25 mM de dGTP
y dGTP7-deaza, 0.5mM de los restantes
dNTP's, 7.5% de dimetilsulféxido (DMSO),
40 pmol de los oligonucledtidos P y Q, 12
pmol de los oligonucledtidos A y B. (Tabla Ii),
2.25 mM de MgCl;, 3.3 unidades de Taq
“Spand Long Template” (Roche) y 250 ng de
DNA gendmico. Las condiciones del
termociclador  fueron:  desnaturalizacion
tnicial de 2 minutos a 94°C, 10 ciclos de 12
seg a 94°C, 30 seg a 65°C, 12 min a 68°C,
20 ciclos de 12 seg a 94°C, 30 seg a 65°C,
12 min a 65°C con 20 seg mas por cada
ciclo adicional. Extensién final de 15 min a
68°C. Los productos de amplificacién se
sometieron a electroforesis en geles de
agarosa al 0.6%. El gel se analiz6 mediante
el sistema de analisis digital IS1000 de Alpha
Innotech.

Geles de poliacrilamida. Se construyd una
camara de electroforesis para geles de
poliacrilamida de 33 cm de longitud con
separadores de 1.2 mm de espesor. La
electroforesis se llevé a cabo en geles de
poliacrilamida al 8% no desnaturalizantes a
un voltaje de 650 Volts. Los geles fueron
tefiidos con bromuro de etidio a 0.5ng/ul. El
tamafio de bandas fue obtenido mediante
regresion lineal utilizando el sistema de
imagen digital IS1000 de Alpha innotech.

Digestion con enzima Taq |. Algunos

-productos de amplificacion del marcador

St14 fueron sometidos a digestion con la
endonucleasa Taqg I. En un volumen final de
20ul se afadieron 13ul del producto de
amplificacion, 2pl de buffer de digestion y 5U
de enzima Taq | (Gibco). La incubacién se
realizé por 2 horas a 65°C*. Los productos
de digestion fueron corridos en geles de
agarosa al 1% tefidos con bromuro de
etidio.

RESULTADOS
Haplotipos

Los  haplotipos de individuos no
emparentados fueron utilizados para definir
la frecuencia alélica asi como |Ia
heterocigocidad de los marcadores Int13,
Int22 y St14. Se analizaron 160 cromosomas
X de mujeres mestizas mexicanas no
emparentadas. Fueron 8 los alelos
encontrados para el intron 13, sus tamafos y
frecuencias se muestran en la tabla fil, el
rango de repetidos fué de (CA)g a (CA)s
(Figura 5). De acuerdo al numero de alelos
ta heterocigocidad esperada era de 83%, sin
embargo la observada fue del 41.3%. La
frecuencia de heterocigocidad observada
respecto a la esperada (P< 0.001) fue
estadisticamente significativa (tabia Il1).
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Figura 5. Gel de poliacrilamida al 8% mostrando los
haplotipos del marcador Int13 en individuos
normales. Carril 2 alelos (CA)zsy (CA)g, Carriles 1, 3
y 4 alelo (CA),s M marcador de peso molecular, (-)
econtrol neaativn




El marcador Int22 tuvo 4 alelos en nuestra
poblacion, sus tamafios y frecuencias se
muestran en {a tabla Ill. Los alelos
encontrados fueron (CA)ys (3.9%), (CA)s
(34.2%), (CA)s (48.6%) y (CA)s (13.1%)
(Figura 6). La heterocigocidad esperada fue
de 64% y la observada de 52.6%, estas
diferencias fueron estadisticamente
significatias.
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Figura 6. Productos de amplificacién del marcador
Int22 en poblacién abierta en un gel de poliacrilamida
al 8%. Se puede apreciar los alelos (CA)zs y (CA)2s.
M marcador de peso molecular , (-) control negativo.
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Figura 7. Gel de Agarosa al 1% con amplificados
del marcador St14 en poblacion normal. Entre otros
alelos se aprecian los alelos de 3000 pb, 1300 pb vy
el nuevo alelo identificado de 680 pb. M marcador
de peso molecular, (-) control negativo.

Para el marcador St14 se encontraron 10
alelos (Figura 7) cuyos tamafos vy
frecuencias se muestran en la tabla Hl. El
alelo de 680 pb no se ha reportado en otras
poblaciones y obtuvo la mayor frecuencia
con un 30%, lo cual sugiere que puede ser
un marcador caracteristico de nuestra
poblacion.

Tabla tll Alelos y frecuencias de los marcadores St14, Int13 e Int22 encontrados en poblacion mexicana

St14* Int13 Int22
680 [30] (CA)ys [2.6] (CA)zs [13.1]
884 3] (CA)z {9.3] (CA).4 [48.6]
1187 [3) (CA)y {16] (CA)s [34.2]
1220 [6) (CA), (8.6 (CA)6 [3.9]
1300 [12] (CA)z [14]
1390 [4] (CA)zs [14]
1570 [26] (CA)s [10]
1630 [1] (CA)z6 [5.3)]
1690 [7]
3000 [0.03]
H. E. 80 83 64
H. O. 83 41.3 52.6
X2 0.11 20.9 2.03
P 0.8-0.70 <0.001 0.5-0.3

Los porcentajes de las frecuencias alélicas se encuentran en corchetes, *alelos en pares de bases. H. O, =

Heterocigocidad observada, H. E.= Heterocigocidad esperada = 1 - (p? +q° +r°

frecuencia de alelos),

...donde p, gyrsonla




La heterocigocidad observada para el St14
fue de 83% mientras que la esperada fue del
81% lo que lo hace el mejor marcador para
el diagnostico de portadoras.

Diagndéstico de portadoras

El diagndstico de portadoras fue realizado en
39 mujeres pertenecientes a ocho familias
mexicanas con antecedentes familiares de la
enfermedad. Se aseguré que los pacientes
no hubieran sido transfundidos al menos en
los dos uUitimos meses para evitar falsos
positivos. De las 39 mujeres analizadas 16
fueron portadoras, 15 no y en 8 no se logréd
determinar su condicién. Las mujeres
informativas fueron heterocigotas para al
menos uno de los marcadores utilizados. El
marcador St14 fue informativo en 31 mujeres
(79.4%), le siguid el Int22 en 18 (46.1%) vy
finalmente el int13 en 8 mujeres (20.5%)

En la figura 8 se muestra el diagnéstico
molecular para portadoras en una familia
mexicana usando el marcador St14. La
madre |-1 es heterocigota para este
marcador posee los alelos 680 y 3000, su
hijo 1I-1 heredé el alelo de 3000pb que
segrega con la enfermedad. La hermana de
la sefiora |-2 tiene el mismo patrén de
bandas por lo tanto es portadora, sin
embargo a su hija 1l-2 heredd el alelo de
680, por lo cual no es portadora. Sus
sobrinas I-3 y |I-4 no poseen el alelo 3000
por lo que ellas tampoco son portadoras.

En la figura 9 se muestra el diagnostico
molecular de portadoras en la familia 2 con
el marcador St14. La madre |-1 posee los
alelos 680 y 1690, su hijo |I-1 heredé el alelo
1690 siendo éste el que segrega con la
enfermedad. La tia del afectado (I-2) es
portadora: Cabe sefalar que 1-2 tiene
también un hijo con hemofilia por lo cual se
confirma su estado portador, a su hija 11-2 le
heredo el alelo 1690 por lo que ella también
es portadora.
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Figura 8. Gel de agarosa al 1% en donde se
muestra el diagnostico de portadoras utilizando el
marcador St14 en la familia 1, en este caso el alelo
que segrega la enfermedad es el de 3000pb. M
marcador de peso molecular, (-} control negativo.

1690pb

BE0ph

Figura 9. Fotografia de un gel de agarosa al 1% con

los productos de amplificacion det marcador St14 en
la familia 2. M marcador de peso molecular, (-}
control negativo.

En la figura 10 se muestra el diagnostico
molecular de portadoras en la familia 3 con
el marcador St14. La madre -1 posee los
alelos 1390 y 1690, su hijo (il-1) heredé el
alelo de 1690 el cual segrega con la
enfermedad. Sus hijas 1I-3 vy -4 fueron




homocigotas para este mismo alelo por lo
que son portadoras. Dado que este paciente
posee hemofilia de tipo severo fue elegido
para buscar la inversién caracteristica del
gen lo cual se describe mas adelante.

Figura 10. Imagen de un gel de agarosa al 1% con
amplificaciones del marcador St14 en la familia 3.
En esle familia ambas hermanas fueron
homocigotas para el alelo de 1690 pb y por.lo tanto
fueron portadoras. M marcador de peso molecular,
{-) control negativo.

El diagndstico de hemofilia con el marcador
St14 de la familia 4 se describe en la figura
11. La madre (I-1) posee los alelos 680 y
1690, su hijo (Il-1) heredo el alelo 1690, que
segrega con la enfermedad. En esta familia
existen ocho mujeres que faltan por
determinar su estado, ellas habitan en
provincia por lo que la toma de muestra no
se pudo llevar a cabo durante el estudio.
Dado que los alelos ya estan definidos,
cuando en ellas se realice el estudio por
comparacion de los mismos se podra
realizar el diagnostico.

En la figura 12 se muestra el diagnostico de
la familia 6 con el marcador St14. La madre
I-1 posee los alelos 680 y 1630, su hijo
heredd el alelo 1630. Su hija posee el alelo
materno 680 y el paterno 1300 por lo que
ella no es portadora.

En la figura 13 se muestra el diagndstico con
el marcador St14 para la familia 7. La madre

i3

1690pb

680pb

Figura 11. Gel de agarosa al 1% en donde se
observa la determinacion del alelo que segrega con
la enfermedad en la familia 4 utilizando el marcador
St14. M marcador de peso molecular, (-) control
negativo.

Figura 12. electroforesis en un gel de agarosa al
19%. Utilizando el marcador St14 se definid en la
famiia 6 que el alelo que segrega con la
enfermedad es el de 1630pb. M marcador de peso
molecular, (-) control negativo.

I-1 fue homocigota para el alelo 680, su hijo
II-1 también posee este alelo. Dada esta
situacion no se puede determinar el alelo
que esta segregando con la enfermedad por
lo que en las mujeres 11-2. 1I-3 y 1l-4 no se
puede definir su estado. Sin embargo en las
mujeres 1I-5, |I-6 y 1I-7 se descarta que sean
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Figura 13. Gel de agarosa al 1% con amplificaciones
del marcador St14 en la familia 7 en donde las
mujeres 1I-5, 11-6 y II-7 se definieron como no
portadoras al ser homocigotas para el alelo 1570pb.
M marcador de peso molecular, (-) control negativo.

portadoras ya que ellas son homocigotas
para el alelo 1570. La madre de ellas tuvo
tres varones, pero ninguno de ellos tuvo la
enfermedad por lo que se puede afirmar que
ella tampoco es portadora.
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Solamente la familia ocho fue informativa

para los tres marcadores. Para el marcador

St14 (Figura 14a) la madre |-1 posee los
alelos 680 y 1690, el individuo indice -1
posee el alelo de 1690 pb y por lo tanto es ef
alelo que segrega con la enfermedad, su
hermana -2 posee los alelos 1690 de su
madre y 1390 de su padre y por lo tanto es
portadora, la otra hemana II-3 posee el alelo
1390 del padre y 680 de la madre, por lo que
no es portadora. Con el marcador Int22
(Figuratdb) la madre I-1 es heterocigota
para los alelos (CA)s y (CA)s, su hijo 11-1
heredd el alelo (CA)s, su hija 1l-2 es
homocigota para ambos alelos paternos
(CA)2e ¥y por lo tanto es portadora, su
hermana H-3 heredd el alelo paterno (CA)x y
el materno (CA)y;s por lo que ella no es
portadora. Con el marcador Int13 (Figura
14c) la madre fue heterocigota con los alelos
(CA)22 ¥ {CA)zs, a su hijo I-1 heredo el alelo
(CA)2z; su hija Il-2 fue nuevamente

(CA)23
(CI-\)22
123pb

Figura 14. Diagnéstico de portadoras utilizando los marcadores St14, Int13 e Int22 en la Familia 8. a. Gel de
agarosa al 1% utilizando el marcador St14, el alelo que segrega con la enfermedad es de 1690pb por lo tanto 11-2
es portadora y 11-3 no lo es, b. Gel de poliacrilamida al 8% con los productos de amplificacion del marcador Int13,
con este marcador el alelo que segrega con la enfermedad es el (CA);s materno, por los alelos presentes en las
hijas se ohserva que el padre posee este mismo alelo y por lo tanto LI-2 al ser homocigota para el se define como
portadora, ¢. Gel de poliacrilamida al 8% mostrando el diagnéstico con el marcador Int22, con -este marcador el
alelo que segrega con la enfermedad es el (CA)z; y nuevamente al ser homocigota [1-2 se define como portadora.

M marcador de peso molecular, (-) control negativo.




homocigota para ambos alelos paternos
(CA)22 y se comprueba que es portadora. Su
hermana 1I-3 heredé el alelo materno (CA).3
y el paterno (CA) y nuevamente se
comprueba que no es portadora.
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680pb
Figura 15. Gel de agarosa at 1% donde se
muestra los productos de amplificacién del

marcador St14 en la familia 9, todos los individuos
fueron homocigotos para el fragmento de 680pb. M
marcador de peso molecular, (-) control negativo.

En la familia 8 se presentd un caso particular
ya que las mujeres de esta familia fueron
homocigotas para los tres marcadores. En el
caso del marcador St14 (Figura 15) se
observa que tanto la madre I-1 como sus
hermanas I-2, |-3 y |-4 son homocigotas para
el alelo 680. Para poder diferenciar al alelo
que segrega con la enfermedad se realizo la
digestion de estos con la enzima Taq I. Se
obtuvieron dos fragmentos de 200 y 480 pb
en las cuatro mujeres y el individuo indice
(Figura 16). Nuevamente las mujeres fueron
homocigotas por lo que no se pudo definir su
estado.

Determinacion de la inversion
Para determinar la inversion se citd a una

familia sin antecedentes de la enfermedad y
con fenotipo severo. Dado el desarrollo del

Figura 16. Gel de agarosa al 1% con los productos
de la digestion de amplificados del marcador St14
utilizando ia enzima Taq | en la familia 9. En este
caso todos los individuos fueron homocigotos para
los fragmentos de 200 y 400pb y por lo tanto no se
pudo definir el estado de las mujeres. M marcador
de peso molecular. {-) control neaativo.

experimento (ver en discusion) se pueden
esperar solamente tres productos de
amplificacion: 12, 11 y 10kb. Los
amplificados de 12 y 10kb representan a los
alelos normales y el amplificado de 11kb
evidencia una recombinacion del gen la cual
produce la inversion del mismo. En la figura
17 observamos que el individuo indice posee
dos amplificados, uno de 10 kb que es uno
de los alelos normales y otro de 11kb el cual
representa una inversion en el gen. El
fenotipo de este paciente era grave,
presentaba valores de actividad del Factor
VIli menores a 1%, frecuentes sangrados
espontaneos en musculos y articulaciones
de la cadera. Las rodillas y codos habian
perdido la mayor parte de su movilidad por lo
que su capacidad ambulatoria era muy
reducida. Sus hermanas 1I-2 y II-3 tienen los
amplificados de 10 y 12 kb por o tanto ellas
no portan la inversion. La madre |-1 también
tiene ambos amplificados por lo que no es
portadora y su hijo tiene la enfermedad
probablemente por una mutacién de novo o
por un mosaico germinal en la madre.
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Figura 17. Gel de agarosa al 0.6% tefiido con bromuro de etidio con los producios de amplificacion
para la ldentificacion de la inversidn caracteristica del gen FVIIl en ia familia 5. Se observa que el
individuo 1l-1 posee el amplificado de 11 kb, evidenciando la inversion, sus hermanas il-2 y 11-3 poseen
los amplificados de 10 y 12 kb, por lo tanto no son portadoras. M marcador de peso molecular,

Se maneja que los marcadores de tipo
VNTR’s unicamente son Otiles cuando
existen antecedentes hereditarios de la
enfermedad, sin embargo en esta familia se
utilizé el marcador St14 para confirmar el
estado no portador de las hijas. Dado que no
existen antecedentes familiares se determina
solamente si el alelo del paciente lo poseen
sus hermanas. Si las hermanas poseen el
alelo de su hermano no se pude afirmar que
son portadoras dado que se desconoce el
origen de la enfermedad, ya sea por
mutacién de novo ¢ mosaico germinal. Sin
embargo si ellas presentan un alelo diferente
al de su hermano se descarta que sean
portadoras puesto que tendrian el alelo que
no esta involucrado en la mutacion. En la
figura 18 observamos que el paciente [l-1
posee el alelo materno 1630, sus hermanas
1I-2 y 1I-3 poseen el alelo 680 materno por lo
tanto ellas no son portadoras.

Se realizd el ensayo para evidenciar la
inversion en la familia tres, en donde el caso
indice posee un fenotipo grave y sus
hermanas por medio del marcador St14
fueron portadoras. En la figura 19 se observa

que el propositus posee los ampiificados de
10 y 12 kb, no posee el amplificado de 11kb
y por lo tanto la enfermedad se origind por
otra mutacion diferente a la inversion. A si
mismo sus hermanas y su madre tienen los
amplificados de 10 y 12 kb.

Figura 18. Gel de agarosa al 1%. Utilizando el
marcador St14 se comprobd en fa familia 5, que
iI-2 y 1-3 no son portadoras ya que no poseen el
alelo de 1630pb. M marcador de peso molecular,
(-} control negativo.
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Figura 19. Gel de agarosa al 0.6% en donde se observa los productos de amplificacidén para identificar la
inversion del gen FVEI en la familia 3. En este caso todos los individuos poseen amplificados de 10 y 12 kb
por lo que la alteracion en esta familia se debe a otra mutacién en el gen. M marcador de peso molecular.

DISCUSION

Se ha observado que en la mayoria de los
pacientes con hemofilia presentan una
mutacion nueva. Antonarakis predijo que una
tercera parte de todos los casos aislados
podrian producirse como una mutacion de
novo en mujeres no portadoras, otra tercera
parte puede producirse por una mutacion
generada en los abuelos maternos y el
restante por mutaciones de novo en los
pacientes. Esta prediccion se ha
comprobado en estudios moleculares de la
enfermedad. Dado que no existen puntos
calientes de mutaciénes en el gen del factor
VIl practicamente cada caso no relacionado
de hemofilia A posee una mutacion diferente.
En estudios moleculares se ha observado

que mas del 50% de pacientes no
emparentados posee una  mutacion
diferente'?.

Dada la alta incidencia de nuevas

mutaciones en el gen es imposible realizar
un diagnostico de portadoras buscando la
mutacioén a lo largo del gen en cada familia.

Los primeros estudios moleculares para
diagnoéstico utilizaban marcadores RFLP’s
fuera del gen FVIIl. Con la caracterizacion
del mismo en 1984 se identificaron
marcadores RFLP’s dentro del &l vy
finalmente en la década de los noventas se
identificaron marcadores VNTR's.

Los estudios con marcadores RFLP fueron
sin duda un gran avance en el diagnostico
de portadoras, sin embargo debido a que
elios poseen polimorfismos dialélicos su
rango de heterocigocidad utilizando varios
marcadores RFLP's a la vez, nunca es
mayor al 65%%, ademas la informacion
adicional que c¢ada marcador pueda
proporcionar puede fallar ante un
desequilibrio de ligamiento, de hecho en
nuestro pais estos marcadores no son (tiles
en el diagnéstico de la hemofilia ya que
presentan una efectividad del 44%™.

Los marcadores VNTR's esparcidos por el
genoma son  efectivos en  varias
enfermedades debido a su  gran
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Figura 19. Gel de agarosa al 0.6% en donde se observa los productos de amplificacién para identificar la
inversién del gen FVIII en la familia 3. En este caso todos los individuos poseen amplificados de 10 y 12 kb
por lo que la alteracion en esta familia se debe a otra mutacion en el gen. M marcador de peso molecular.

DISCUSION

Se ha observado que en la mayoria de los
pacientes con hemofilia presentan una
mutacién nueva. Antonarakis predijo que una
tercera parte de todos los casos aislados
podrian producirse como una mutacion de
novo en mujeres no portadoras, otra tercera
parte puede producirse por una mutacion
generada en los abuelos maternos y el
restante por mutaciones de novo en los
pacientes. Esta prediccion se ha
comprobado en estudios moleculares de la
enfermedad. Dado que no existen puntos
calientes de mutaciénes en el gen del factor
VIII practicamente cada caso no relacionado
de hemofilia A posee una mutacion diferente.
En estudios moleculares se ha observado
que mas del 50% de pacientes no

emparentados  posee una  mutacién
diferente*?.
Dada la alta incidencia de nuevas

mutaciones en el gen es imposible realizar
un diagnoéstico de portadoras buscando la
mutacion a lo largo del gen en cada familia.

Los primeros estudios moleculares para
diagnostico utilizaban marcadores RFLP's
fuera del gen FVIII. Con la caracterizacién
del mismo en 1984 se identificaron
marcadores RFLP’s dentro del él vy
finalmente en la década de los noventas se
identificaron marcadores VNTR's.

Los estudios con marcadores RFLP fueron
sin duda un gran avance en el diagnéstico
de portadoras, sin embargo debido a que
ellos poseen polimorfismos dialélicos su
rango de heterocigocidad utilizando varios
marcadores RFLP's a la vez, nunca es
mayor al 65%Y, ademas la informacion
adicional que cada marcador pueda
proporcionar puede fallar ante un
desequilibrio de ligamiento, de hecho en
nuestro pais estos marcadores no son ttiles
en el diagnostico de la hemofilia ya que
presentan una efectividad del 44%.

Los marcadores VNTR's esparcidos por el
genoma son  efectivos en  varias
enfermedades debido a su  gran




polimorfismo™. A pesar del gran tamario del
gen del factor VIII hasta la fecha Unicamente
se han encontrado dos marcadores de tipo
VNTR’s utiles para el diagnéstico localizados
en el intrén 13 y en el intrén 22. Dada la
informaciéon que estos marcadores han
mostrado, se ha recurrido a un marcador
localizado fuera del gen, el marcador St14%,
que a pesar de su distancia de 2 cM del gen
FVINY posee un rango de confianza del
95%%*, de hecho solo se han reportado 17
recombinaciones desde su descubrimiento.
Se ha demostrado que al utilizar marcadores
VNTR’s la probabilidad de error se encuentra
por debajo del 1%*. En nuestro pais para
estos tres marcadores no se conoce el
polimorfismo ni la heterocogocidad. De
acuerdo a un analisis realizado en 100
familias con hemofilia del Hospital de
Pediatria, se encontrd que por cada paciente
existen en promedio 5 mujeres en riesgo de
ser portadoras. Por lo que se estima un
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numero de 500 mujeres tan solo en este
hospital que necesitan de un estudio preciso
que defina su estado portador. De aqui
radica la importancia de poseer un
diagndstico preciso y rapido.

El analisis poblacional realizado en 160
cromosomas X reveld que el intron 13,
posee 8 alelos, pero a pesar de este numero
de alelos la heterocigocidad observada
(41.3%) difiere significativamente (p< 0.001)
de la esperada (83%). Estos valores ponen a
la poblacidon Mexicana entre las poblaciones
China y Eslava (Tabla 1V). En la poblacion
china se presentan 7 alelos, sin embargo la
heterocigocidad observada es del 53.7%,
también un poco baja de acuerdo al nimero
de alelos. Para el intron 22 se encontraron
cuatro alelos y la heterocigocidad observada
52.6% difiere (p0.5-0.3) de la esperada 64%.
Estos valores estdan muy cercanos a la
poblacion

Tabla IV. Aletos y nimero de repetidos del Int13 encontrados en diversas poblaciones.

(CA)N Pb Caucasica Canadiense China Eslava Uzbeki Italiana Thai Turca Mexicana
16 133 0.5 - - - - - - - -

17 135 - 1.7 - - - - - - -

18 137 .05 1.2 - - - - - - -

19 138 7 4 - 3 - 56 20.5 1.8 26

20 141 45 7 - 56 80 61 59.1 51 93

21 143 29 25 - 19 14 22.2 114 34 16

22 145 11 48 1 11 3 2.8 g 7.8 288
23 147 5 13 1 10 3 56 - 4.3 14

24 149 1 04 9 - - 2.8 - 0.8 14

25 151 - - 53 - - - - - 10

26 153 - - 32 - - - . - - 53

27 155 - - 3 - - - - -

28 157 - - 1 - - - - -

H. E. 69 68 61 63 34 57 1 58.8 62 83

H. O. 91 71 53.7 34 - - - 50 413
X2 7.01 0.13 0.87 13.35 - - - 232 209
P 0.001 0.07-0.9 0.5-0.3 <0.001 - - - 0.1-0.2 <0.001

Los datos de las frecuencias alélicas estan dadas en porcentajes, H. O. = Heterocigocidad observada, H. E.=
Heterocigocidad esperada=1 - (p2 +q2 +r% ... donde P, q y r son la frecuencia de alelos.




Tabla V. Frecuencias de los repetidos del intron 22 en varias poblaciones

{CA), PD Caucésica Canadiense  China ltaliana Thai Turca Mexicana
20 71 - - 1 - - - -

21 73 - - - - - - -

22 75 - - - - - - -

23 77 1.3 6 - 25 - 04 13.1

24 79 - 53 - 5 - 1.2 48.6

25 81 307 35 29 225 30 38.8 342

26 83 66.7 3 63 65 66 56 39

27 85 - 2 7 5 4 3.2

28 87 1.3 - - - - 04

H. E. 46 59 51 52 52.1 473 64

H. O. 37 Ial 44 4 - - 48.5 52.6

X2 1.76 2.44 0.85 - - 0.38 2.03

P 0.1-0.2 0.1-0.2 0305 - - 0.5-0.7 0.5-0.30

Los datos de las frecuencias alélicas estan dadas en porcentajes, H. O. = Heterocigocidad observada,

H. E.= Heterocigocidad esperada = 1 - (p? +q° +r°

Turca y nuevamente a la poblaciéon China
(Tabla V). En lo que respecta al marcador
St14 se encontraron 10 alelos, Ila
heterocigocidad esperada fue del 80%, sin
embargo la observada fue del 83% por lo
que este marcador fue el mejor de los tres
para realizar el diagndstico. En este ultimo
se detectd un nuevo alelo de 680 pb el cual
a su vezr fue el que presentd mayor
frecuencia con un 30%.

Comparando la frecuencia alélica de este
ultimo marcador entre poblaciones se puede
observar que los patrones de la poblacion
Mexicana son muy semejantes a las
poblaciones asiaticas’, teniendo una mayor
frecuencia en los alelos mas pequefios
(Tabla VI)*®%. Este dato es interesante ya
que aunado a las frecuencias encontradas
en los intrones 13 y 22 se denota que la
poblacion mexicana posee una cercania
genotipica con la poblacion asiatica, esto
coincide con una de las teorias que describe
ja ondas migratorias de los amerindios a
partir de Asia®>*®.

... donde p, q y r son la frecuencia de alelos.

Al utilizar estos marcadores en el diagnéstico
de portadoras se encontrd0 que su
comportamiento estuvo de acuerdo con lo
observado en €| analisis en poblacion
abierta. El marcador St14 fue informativo en
31 mujeres, Int22 en 18 e int13 en 8. A pesar
de las frecuencias bajas que presentaron los
marcadores Int13 e Int22 su aplicacion
indudablemente es util. Al utilizar varios
marcadores se eleva la certeza en el
diagnéstico de tal manera que si uno de
estos marcadores no es informativo en una
familia lo podran ser alguno de los dos
restantes. Por lo cual no es conveniente

utilizar GOnicamente el marcador mas
informativo para realizar el diagnostico.
El marcador St14 mostrdO una gran

versatilidad al poseer un sitio de corté con la
enzima Taq | a 200 pb del extremo final del
amplificado, este sitio se encuentra presente
en un 60% y ausente en un 40% en todos
los alelos con lo que aumenta su exactitud
en el diagnastico™.




Tabla V1. Alelos y frecuencias del marcador St14

Alelos pb Noreste de china  Caucasicos China Meéxicana
680 - - - 30

700 38 12 60.3

884 - - - 3

1187 - - - 3

1220 - 2 1.3 6

1300 46 2 26 12

1390 232 10 1.5 4

1570 8.3 14 12.8 26

1630 11.14 2 6.4 1

1690 13 36 5.1 7

2100 0.9 - - -

2400 0.9 12 - - -

2900 - 8 - -

3000 - 2 - 0.03
H.E. 60 80

H. O. 76.36 83

X2 0.11

p 0.8-0.70

Los datos de las frecuencias alélicas estan dadas en porcentajes, H. O. = Heterocigocidad observada, H.
E.= Heterocigocidad esperada = 1 - (p* +q° +r° ... donde p, q y r son la frecuencia de alelos.

En la familia 9 se presentd un caso particular
puesto que todas las mujeres fueron
homocigotas para los tres marcadores,
incluyendo la digestion en St14. Esta
situacion se puede explicar por un efecto de
endogamia dado que en una entrevista
posterior al estudio los miembros de esta
familia revelaron que sus padres y abuelos
procedian del mismo poblado en Querétaro.

Desde el punto de vista practico la
efectividad de los marcadores VNTR se
incrementa puesto que las reacciones se
estandarizaron para ser efectuadas sin el
uso de radioactividad resolviendo las bandas
con bromuro de etidio, con ello el tiempo de
trabajo empleado se reduce notablemente
hasta casi seis horas aproximadamente. En
la practica un diagndstico en una familia
compuesta por cinco miembros puede
realizarse en menos de cinco dias.

Es necesario recordar que la aplicacién de
los marcadores VNTRs es Unicamente en
aquellas  familias  con  antecedentes
familiares de la enfermedad. Por otro lado

no pueden ser utiles cuando se produce un
efecto de recombinacién entre ellos, ya que
se producen datos antagénicos, cuando esta
situacién se presenta la Unica alternativa
para el diagnéstico es que se detecte
directamente la mutacién en el gen.

En 1992 Naylor*® descubrid que en el 25%
de todos los pacientes con hemofilia la
enfermedad era generada por una inversion
del gen, quedando éste interrumpido en el
exon 22 provecando un fenotipo grave. Este
hallazgo abri6 la posibilidad de realizar
diagnéstico en aquellas familias sin
antecedente familiares y con fenotipo grave.

En un principio la deteccion de esta
alteracion se realizo utilizando hibridaciones
de tipo Southern, esta técnica implicaba mas
de una semana de trabajo por ensayo, esto
sin tomar en cuenta los costos requeridos. A
finales de 1998 Qiang*® y colaboradores
reportaron un ensayo el cual mediante la
amplificacion de los segmentos implicados
se puede detectar la inversion en tan solo
dos dias en una familia completa. Esta




prueba se basa en utilizar dos pares de
oligonucleétidos denominados P-Q y A-B
(Figura 20). Los oligonucleotidos P-Q
amplificaran el segmento Int22h1 (F8A) el
cual se encuentra dentro del gen del factor
VIl dando un producto de 12 kb. Por otro
lado los oligonucledtidos A-B amplifican los
segmentos  Int22h2 e [Int22h3 que se
encuentran fuera del gen dando un producto
para ambos de 10 kb. Si existe una
recombinacion entre Int22h1 e Int22h2&3
entonces la combinacion de  los
oligonucledtidos quedara P-B 0 A-Q, en
ambos casos el producto de amplificacion es
de 11kb con lo cual se evidencia una
inversion en el gen. Solo uno de los
segmentos  Int22h2 6  Int22h3  se
recombinara con Int22h1 por lo que en
individuos con la inversibn y en mujeres
portadoras se observarg aun un amplificado
de 10 kb (Figura 20).

Este ensayo fue aplicado en dos familias con
fenotipo grave, una de ellas sin
antecedentes familiares. En la familia 3 no
se identifico la alteracién por lo cual el origen
de l1a enfermedad en esta familia se debe a
mutaciones en cualquier otra parte del gen.
En la familia 5 se logro evidenciar la
inversion en el caso indice, sin embargo sus
hermanas y su madre no la poseen. Esta
alteracion se produce comunmente por
recombinaciones durante la divisidon meidtica
en la espermatogénesis, en estudios
familiares se ha encontrado que el origen de
tales inversiones es casi exclusivamente en
un gameto de un hombre normal. En un
rango mas bajo se han detectado estas
alteraciones en gametos femeninos™. En
esta familia la madre no poseia a nivel
somatico la alteracion, por lo cual la
alteracion no pudo haber surgido a partir de
un gameto por parte del abuelo materno, por
lo tanto su origen pudd deberse a un
mosaico germinal en la madre, una
alteracion en la ovogénesis 6 también cabe

23

la posibilidad de que la alteracion sea una
mutacion de novo en el paciente.
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Figura 20. Esquema del ensayo para detectar la
inversion 1-22 del gen FVIII mediante PCR. Py Q
son los oligonucleodtidos que amplifican la region
Int22h1 del gen FVIII produciendo un amplificado de
10 kb, A y B son los oligonucledtidos que ampiifican
las regiones Int22nh2 e Int22h3 simultaneamente
dando un amplificado de 12 kb. Si existe una
recombinacién entre Int22h1 e Int22h2 6 int22h3
entonces la combinacién de oligonuctedtidos puede
ser Py B 6 A y Q dando un amplificado de 11 kb.

El uso de marcadores de tipo VNTR’s en la
deteccion de portadoras es de utilidad ya
que aumenta la precision de! diagnéstico en
familias con antecedentes familiares de la
Hemofilia A. Por otro lado la técnica para
detectar la inversion abre la posibilidad de
diagnostico en aquelias familias  sin
antecedentes hereditarios y con fenotipo
grave.
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