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RESUMEN

Introduccion: la hemofilia es una enfermedad hereditaria que se transmite con un patron
recesivo ligado al cromosoma X. Su expresion clinica estd dada por el déficit o la ausencia de
actividad de factores de la coagulacion (factor VIII para la Hemofilia A y factor IX para la
Hemofilia B) Se caracteriza por una marcada heterogeneidad genética, lo que hace complejo su
diagndstico por métodos moleculares directos. En Cuba, se dispone de estudios indirectos por
técnica de ligamiento para la caracterizacion de familias que conviven con hemofilia.

Objetivo: describir los resultados de estudios moleculares indirectos en familias con
antecedentes de hemofilia en Pinar del Rio.

Métodos: se realizd una investigacion observacional, descriptiva y transversal en el universo de
nueve familias que agrupan 10 pacientes en edad pediatrica con diagndstico de hemofilia en
Pinar del Rio. La muestra se conformd con cinco familias, cuatro con hemofilia A y una con
hemofilia B, a las que se realizé estudio molecular indirecto para diagndstico de portadoras y
diagndstico prenatal.

Resultados: las cinco familias resultaron informativas para los marcadores disponibles. Se
identificaron nueve mujeres portadoras y se realizé diagnostico prenatal de cuatro fetos, de ellos
dos enfermos, uno sano y el otro pendiente de resultado. El marcador Sti14 resulté el mas
informativo para hemofilia A.

Conclusiones: l|a posibilidad de estudio molecular indirecto contribuye al diagndstico,
asesoramiento y manejo del riesgo de recurrencia de la hemofilia en cada genealogia de manera
particular y se presenta como alternativa util, aunque elemental, para la caracterizacion
genotipica de las familias afectadas.

Palabras clave: Hemofilia; Diagnostico Molecular; Marcadores Polimaérficos.
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ABSTRACT

Introduction: hemophilia is a hereditary disease transmitted with an X-linked recessive pattern.
Its clinical expression is given by the deficit or absence of coagulation factor activity (factor VIII
for Hemophilia A and factor IX for Hemophilia B). It is characterized by a marked genetic
heterogeneity, which makes its diagnosis by direct molecular methods complex. In Cuba, indirect
studies by linkage technique are available for the characterization of families living with
hemophilia.

Objective: to describe the results of indirect molecular studies in families with a history of
hemophilia in Pinar del Rio.

Methods: an observational, descriptive and transversal research was carried out in the universe
of nine families grouping 10 pediatric patients with a diagnosis of hemophilia in Pinar del Rio.
The sample consisted of five families, four with hemophilia A and one with hemophilia B, which
underwent an indirect molecular study for the diagnosis of carriers and prenatal diagnosis.
Results: the five families were informative for the available markers. Nine carrier women were
identified and prenatal diagnosis was performed in four fetuses, two of which were diseased, one
healthy and the other pending results. The St14 marker proved to be the most informative for
hemophilia A.

Conclusions: the possibility of indirect molecular study contributes to the diagnosis, counseling
and management of the risk of recurrence of hemophilia in each genealogy in a particular way
and is presented as a useful, although elementary, alternative for the genotypic characterization
of affected families.

Keywords: Hemophilia; Molecular Diagnostic; Crystallization.

INTRODUCCION

La hemofilia es una enfermedad con herencia mendeliana que se transmite a través de un patrén
recesivo ligado al cromosoma X. Se produce por mutaciones a nivel de los genes del factor VIII
de la coagulacion (Hemofilia A), localizado en Xq28 y factor IX (Hemofilia B) con locus en Xq27.
Como consecuencia se produce una disminucién o deficiencia funcional de estas proteinas en el
plasma, por lo que clinicamente ambas condiciones se expresan como trastornos hemorragicos
congénitos.(12)

La enfermedad es heredada en el 70 % de los casos, mientras que el 30 % restante se presenta
como consecuencia de una nueva mutacion en individuos sin antecedentes familiares. Se plantea
gue estos casos esporadicos pudieran deberse a “mutaciones de novo” que ocurren durante los
procesos del ADN del nuevo organismo en desarrollo o en menor medida a mutaciones heredadas
de la madre debido a mosaicismo gonadal, o sea, dafos en el ADN materno confinados solo a
células germinales. Sin embargo, en la mayoria de los casos la condicion es heredada de una
madre portadora que a su vez recibe la mutacién ocurrida durante la gametogénesis de su
progenitor masculino.(*2)
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Para la hemofilia A, particularmente existe una gran heterogeneidad de defectos moleculares,
que incluyen mutaciones puntuales, mutaciones en el sitio de empalme, grandes deleciones,
pequenas deleciones e inserciones que generan cambios en el marco de lectura, asi como
inversiones.(3) Estas alteraciones moleculares presentan una correlacion con la severidad del
fenotipo (leve, moderado y grave), al ser mas frecuentes en un fenotipo que en otros.®

En el caso de la hemofilia B, las mutaciones de sentido errdneo son los cambios moleculares mas
frecuentes (65 %), ademas se describen mutaciones sin sentido y en el sitio de empalme. Otras
variaciones corresponden con deleciones, inserciones y duplicaciones. Se ha descrito que la
mayor prevalencia de mutaciones de sentido errdéneo en la hemofilia B comparado con la
hemofilia A, puede ser uno de los posibles factores que contribuye a que el fenotipo clinico sea
mas moderado en los pacientes con hemofilia B grave.(?>)

Para las familias con antecedentes de hemofilia, resulta de suma importancia la identificacion de
las mujeres portadoras, lo cual permite desarrollar procesos de asesoramiento incluso antes de
que estas féminas decidan tener descendencia. (® Antes de proceder a estudios de ADN se
requiere identificar y clasificar las portadoras de acuerdo a los criterios establecidos:

Portadoras obligadas(®

- Todas las hijas de un vardon enfermo (reciben el Unico cromosoma X con la mutacion de su
padre).

- Mujeres con un hijo varén enfermo y antecedente de varones hemofilicos por via materna (tios,
hermanos, etc.)

- Mujeres con mas de un hijo hemofilico de embarazos independientes o gestaciones gemelares
dicigéticas.

Portadoras posibles(®)

- Mujeres con un solo hijo hemofilico y sin antecedentes familiares.

 Todas las hijas de una mujer portadora obligada.

- Todas las mujeres con antecedentes familiares de hemofilia por linea materna.

El desarrollo y aplicacion de las técnicas de biologia molecular ha permitido una mejor
caracterizacién de los genes codificantes de los factores de coagulacion VIII y IX. El diagnéstico
molecular de la hemofilia se realiza por medio de estudios directos, los cuales a través de
multiples técnicas logran identificar la mutacion causante de la enfermedad y correlacionarla con
la severidad del fenotipo.(”) Otro método, sin los beneficios antes descritos pero que no deja de
ser valioso es el analisis indirecto de ADN, basado en la identificacion de polimorfismos del gen,
util en el diagndstico de portadoras.(7:8)

Cuba no dispone hasta el momento, de métodos directos para el diagndstico de hemofilia, lo que
limita la caracterizacion de cada paciente afectado y con ello el manejo individualizado del
enfermo y su familia. No obstante, existe la posibilidad de estudio indirecto familiar para
diagndstico de portadoras, lo que ofrece opciones de diagndstico prenatal en futuras gestaciones.

Pinar del Rio registra actualmente 10 pacientes hemofilicos en edad pediatrica, cuyas familias
no estan totalmente estudiadas desde el punto de vista molecular, lo que limita el manejo del
riesgo de recurrencia y los procesos de asesoramiento genético. Ante esta panoramica se realiza
la presente investigacién que resume los resultados de estudios moleculares indirectos
realizados en familias pinarefias con antecedentes de hemofilia.
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METODOS

Se realiz6 un estudio descriptivo, observacional y transversal con el universo de los 10 pacientes
hemofilicos en edad pediatrica procedentes de Pinar del Rio y sus familias. La muestra estuvo
conformada por cinco familias a quienes se realizé estudio molecular indirecto para diagndstico
de portadoras y consecuentemente diagnostico prenatal, luego del requerido asesoramiento
genético y el consentimiento por parte de los participantes en el estudio.

Las muestras obtenidas (sangre y liquido amnidtico segun el caso) se procesaron en el
laboratorio de Biologia Molecular del Centro Nacional de Genética Médica. Para Hemofilia A se
utilizaron cuatro marcadores polimérficos: St14, BcLI, HindIII y Xba. Para Hemofilia B los
marcadores usados fueron Ddel, Hhal, Taql y MnlI.

Se cumplid con los principios de la ética médica y los aspectos establecidos en la Declaracion de
Helsinki.

RESULTADOS

Del universo de 10 pacientes varones menores de 18 afios en Pinar del Rio, nueve (90 %)
tuvieron diagndstico clinico y bioquimico de hemofilia A. Por tanto, uno solo (10 %) se
diagnosticé como déficit de factor IX. (Hemofilia B)

Del total de la muestra, el 60 % presentaron antecedentes familiares de Hemofilia al momento
del diagnéstico y el resto (40 %) se diagnosticaron como casos nuevos (Fig. 1, Fig. 2, Fig. 3y
Fig. 4).

Ninguna de las nueve familias refirié antecedentes de consanguinidad conocida, al menos en las
cuatro generaciones anteriores.

Para Hemofilia A, el marcador mas informativo fue St14 (75 %), seguido de BcLI (50 %) y
HindIII (25 %). Con ellos fue posible diagnosticar siete mujeres portadoras (evaluadas como
probables antes del estudio) (familia 1, familia 4, familia 6 y familia 7) y se confirmd una
portadora obligada (familia 5). Se procedié al diagndstico prenatal de un varén enfermo y uno
sano. En el embarazo con feto afectado la familia decidié continuar con la gestacion. Resta un
tercer feto estudiado pendiente de resultado.

Luego del andlisis de cada genealogia se decidié que la familia 2 no requeria de estudio
molecular por el momento. La Unica mujer es portadora obligada y ha concluido su reproduccion.
Quedan pendientes los estudios de portadoras de las familias 8 y 9 para hemofilia A.

Para Hemofilia B (familia 5) la Unica familia incluida en la muestra resulté informativa para los
marcadores Ddel y Hhal. Se diagnosticé una mujer portadora y un feto enfermo. La pareja opto
por la continuidad del embarazo.
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Fig. 1 Genealogias de la familia 1 y la familia 2.
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Fig. 2 Genealogias de la familia 3 y la familia 4.
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Fig. 3 Genealogias de la familia 5, familia 6 y familia 7.
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Fig. 4 Genealogias de la familia 8 y la familia 9.

DISCUSION

Tanto la hemofilia A como la variante B constituyen trastornos hemorragicos, en su mayoria
congénitos, que afecta mayoritariamente a los hombres, dada su transmision segin un patrén
recesivo ligado al cromosoma X.(:2) Sin embargo, se reportan, aunque en menor proporcion,
mujeres con sintomatologia hemorragica debido a déficit de factores de la coagulacion.® En el
estudio con familias pinarefias que conviven con hemofilia la totalidad de los afectados
sintomaticos fueron varones como se reporta en casi la totalidad de los estudios poblacionales
que abordan este desorden.(10.11,12)

Los resultados con relacion a la presencia de historia familiar positiva de hemofilia son
consistentes con la literatura. Mas de la mitad de los pacientes tienen un pariente afectado que
se puede reconocer con un modelo de segregacién mendeliana.(*>38 |Los casos esporadicos,
pudieran ser resultado de mutaciones de novo en el cigoto del nuevo individuo, o bien hijos de
portadoras en las que se origind la nueva mutaciéon.(*3) Otros mecanismos como el mosaicismo
gonadal o la transmision de una mutacidn en heterocigosis de una generacién de mujeres a otra
sin que ocurra el nacimiento de varones enfermos en una familia, también se reportan.(:2
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Pudiera ser el caso de la familia 7, en la que sin antecedentes familiares conocidos se logra
identificar una madre portadora.

Para hemofilia A el marcador polimdrfico mas informativo resultd el St14. Cabe senalar que son
escasas las referencias recientes sobre el uso de este marcador extragénico en el diagndstico de
portadoras de Hemofilia. Se trata de una tecnologia del siglo XX, que aun cuando se utiliza, ha
dado paso progresivamente a otros métodos de analisis.®® En estudios realizados en Cuba
anteriormente en familias con hemofilia procedentes de todo el pais, se describen indices de
informatividad similares o discretamente mas bajos. (#1415

Por otra parte, el marcador intragénico BcLI fue informativo en dos familias y el HindIII solo en
una, datos inferiores a lo reportado por otros autores dentro y fuera de Cuba.*81% Aunque la
muestra es escasa, pudiera inferirse que la tasa de heterocigocidad para estos marcadores es
baja en poblacion pinarefia. Ello sugiere extender el estudio a las familias pendientes de analisis
y disefar analisis de las frecuencias alélicas para estos polimorfismos segun las diferentes
regiones del pais. No obstante, hasta el momento ha sido significativa la utilidad del método
aplicado en el diagndstico de portadoras de Hemofilia A, aun cuando seria conveniente ampliar
el niumero y la diversidad de los marcadores a utilizar.

Para la hemofilia B, la Unica familia estudiada resultd informativa para los marcadores Ddel y
Hhal. Aunque fue Util en este caso, una sola genealogia no es suficiente para validar el uso de
estos polimorfismos, cuyas referencias, como sucede con la Hemofilia A, se remontan a las
Ultimas décadas del siglo pasado. Uno de los estudios mdas cercanos en el tiempo reporta la
notable variacion en la capacidad informativa de estos marcadores RFLP vinculados al locus de
la hemofilia B en grupos de poblacién de la India lo que implica modificaciones en la estrategia
para el diagndstico de portadoras, lo que sugiere una seleccion prudente de los marcadores en
funcidon de grupos de poblacion especificos, asi como el uso de marcadores adicionales.(%)

De manera general, aunque la caracterizacion molecular por métodos directos es el estdndar de
oro en el diagndstico de la hemofilia, constituye un verdadero desafio en paises con limitados
recursos. Por tanto, el analisis indirecto de marcadores de ADN vinculados a los loci de FVIII y
FIX, se presenta como una alternativa mas practica para la deteccién de portadoras y el abordaje
familiar, que aporta elementos para diagndstico, asesoramiento y manejo del riesgo de
recurrencia de la hemofilia en cada genealogia de manera particular.
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