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RESUMEN

En el afio 2023, en Ambato, Tungurahua, se llevo a cabo un estudio para la investigacion
de la Hemofilia tipo B, esta enfermedad es ocasionada por la deficiencia del factor 1X
debido a cambios en el gen F9 en el cromosoma X, se hereda de forma recesiva y esta
ligada al sexo, por lo que afecta mayormente a varones, aunque también a mujeres
portadoras, la ausencia del factor 1X impide la coagulacion sanguinea, lo que genera un
trastorno hemorragico variable en gravedad.

El objetivo principal fue caracterizar el gen F9 relacionado con la Hemofilia tipo B en
una familia ecuatoriana, mediante técnicas moleculares como extraccion, amplificacion,
electroforesis, secuenciacion y analisis bioinformaticos del gen, se realiz6 la extraccion
de ADN de una muestra de sangre, se amplificaron fragmentos de ADN mediante PCR,
se observé la presencia de ADN amplificado mediante electroforesis y a continuacion
se realizd la secuenciacion Sanger para identificar fragmentos con alteraciones en el gen
relacionado con la Hemofilia tipo B.

Finalmente, todo este proceso permitiéd la evidenciacion de variaciones genéticas que
surgieron como consecuencia del anlisis genético, contribuyendo al conocimiento de

esta enfermedad en la poblacién estudiada.

PALABRAS CLAVES: HEMOFILIATIPO B, MUTACIONES, GEN F9, FAMILIA
ECUATORIANA, AMPLIFICACION, SECUENCIACION.
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SUMMARY

In the year 2023, in Ambato, Tungurahua, a study was carried out to investigate
Hemophilia B type, this disease is caused by factor IX deficiency due to changes in the
F9 gene on the X chromosome, is inherited recessively and is sex-linked, affecting mostly
males, although female carriers are also affected, the absence of factor 1X prevents blood

clotting, resulting in a bleeding disorder of varying severity.

The main objective was to characterize the F9 gene related to type B hemophilia in an
Ecuadorian family, using molecular techniques such as gene extraction, amplification,
electrophoresis, sequencing and bioinformatics analysis, DNA was extracted from a blood
sample, DNA fragments were amplified by PCR, the presence of amplified DNA was
observed by electrophoresis and then Sanger sequencing was performed to identify

fragments with alterations in the gene related to Hemophilia type B.

Finally, this whole process allowed the evidencing of genetic variations that emerged as
a consequence of the genetic analysis, contributing to the knowledge of this disease in the

studied population.

KEY WORDS: HEMOPHILIA TYPE B, MUTATIONS, F9 GENE, ECUADORIAN
FAMILY, AMPLIFICATION, SEQUENCING.

Xi



INTRODUCCION

La Hemofilia B (HB) es una coagulopatia congénita que afecta a uno de cada 30,000 a
50,000 varones a nivel mundial y se transmite como un rasgo recesivo ligado al
cromosoma X (1-3). A pesar de los avances en diagnostico y tratamiento, persisten
desafios significativos en términos de variabilidad en la prevalencia de la enfermedad a
nivel global y las disparidades en acceso a la atencion médica y calidad de vida de los

pacientes en diferentes regiones del mundo.

En el contexto regional, América enfrenta disparidades en el acceso a la atencion médica
para la Hemofilia B, esta situacion se manifiesta en la falta de cobertura adecuada,

diagndstico subdptimo y acceso limitado a tratamientos dptimos en varios paises.

México y otros paises de América Latina luchan con problemas de subregistro,
diagndstico tardio y falta de infraestructura médica (4). Ademaés, en Ecuador, hasta
diciembre de 2016, se han registrado 84 pacientes con Hemofilia B y a pesar de que existe
una escasez de informacion genética sobre las mutaciones de la enfermedad, se han
tomado medidas para mejorar la atencion a través de programas especiales y guias clinicas
(5,6).

La variabilidad en la prevalencia de la Hemofilia B en diferentes paises es un tema que
plantea interrogantes sobre las influencias genéticas, ambientales y socioculturales que
contribuyen a esta disparidad, ademas, el diagnostico temprano y preciso es esencial para

mejorar la calidad de vida de los pacientes, pero en casos leves, puede ser un desafio (4).

La identificacion de mutaciones genéticas especificas a través de analisis avanzados
puede proporcionar herramientas diagnésticas mas eficaces y facilitar estrategias de
tratamiento personalizadas. Para detectar mutaciones en mas del 97 al 99 % de los
pacientes con hemofilia B, se requieren técnicas de andlisis de mutaciones como la PCR
y secuenciacion Sanger (3). Sin embargo, debido a la alta variabilidad mutacional en la
hemofilia B, es esencial secuenciar fragmentos del gen en cada individuo para determinar

las mutaciones de la enfermedad (7).



El enfoque de esta investigacion se centra en la identificacion y analisis de las mutaciones
genéticas asociadas con la Hemofilia B en una muestra de una familia ecuatoriana, a
través de un analisis genético, que busca avanzar en el conocimiento sobre la base
genética de la enfermedad, mejorar el diagndstico, personalizar el tratamiento, y
potencialmente influir en futuras investigaciones y terapias especificas para la poblacion
ecuatoriana, enfatizando en la importancia de pruebas genéticas para detectar pacientes
portadores y enfermos; y brindar consejo genético a las familias afectadas. Aunque no se
practica actualmente en el pais, el diagnostico prenatal se contempla como una opcion,
conociendo los riesgos asociados (6). Al comprender mejor las mutaciones y la
prevalencia de Hemofilia B en Ecuador, se podran tomar decisiones mas informadas sobre
politicas de salud publica y asignacion de recursos para la atencion y apoyo a los

pacientes.

Por lo tanto, este proyecto de investigacion tiene como objetivo caracterizar el gen F9
relacionado con la HB para profundizar el conocimiento genético en Ecuador, al estudiar
las mutaciones genéticas en una familia ecuatoriana afectada, se contribuira a la base
cientifica sobre la enfermedad en esta poblacion y a la identificacion de mutaciones
especificas que podrian mejorar el diagndstico y permitir un tratamiento mas

personalizado y eficaz, lo que a su vez podria influir en futuras politicas de salud publica.



CAPITULO I
MARCO TEORICO
1.1. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS
A nivel mundial la hemofilia B (HB) presenta una prevalencia aproximada de uno de cada
5000 hombres, con una incidencia cercana a uno de cada 1333 varones nacidos vivos. La
gravedad de la enfermedad estd directamente relacionada con la actividad residual del
factor de coagulacion en la sangre del paciente de tal manera que, el diagndstico y
tratamiento exacto estan estrechamente ligados a la situacién econdémica del pais de

residencia (8).

Segun la Federacion mundial de Hemofilia, el 75% de las personas con Hemofilia B en
naciones en desarrollo enfrentan desafios y carecen de acceso suficiente a la atencion
regular, esta disparidad se debe a que, en naciones desarrolladas, existe disponibilidad de
concentrados de factor de coagulacion (CFC) y la opcion de utilizar profilaxis,
experimentando mejoras notables en las ultimas décadas, no obstante, en naciones en
desarrollo, la atencion de la HB ha sido histéricamente limitada, con un enfoque

prioritario en enfermedades infecciosas y otras demandas de salud (9).

Debido a estos factores, esta rara coagulopatia ha sido objeto de investigacion genética
por diversos expertos, entre ellos, destaca el estudio realizado por Green y colaboradores
en 1990, el cual caracterizd las mutaciones de 76 pacientes con Hemofilia B, abarcando
la poblacion registrada en el centro de Hemofilia de Malmd y Reino Unido, donde
evaluaron haplotipos en los genes defectuosos revelando que 51 sustituciones de un solo
par de bases tenian origen claramente independiente, siendo 27 de ellas transiciones CpG
como TpG o CpA. en comparacién con otros cambios de una sola base, localizaron
mayormente nueve sitios CpG criticos, afectando a argininas esenciales y generando
codones de parada, dieciséis de las 18 transiciones posibles en estos sitios resultan en
Hemofilia B y fueron confirmadas en la poblacion estudiada, por lo que, el exceso de
transiciones CpG en HB se atribuye, en parte, a la elevada proporcién de sitios CpG en
posiciones de criticas, ademas, sugirieron que esto guarda relacion con la hemizigosidad
masculina, haciendo que los genes ligados cromosoma X sean especialmente propensos

a fuerzas selectivas que favorecen la fijacion de sitios CpG en posiciones criticas (10).



En el afio 2010, Radic llevo a cabo una investigacion genética en Argentina que abordd
el estudio de 49 familias para caracterizar las mutaciones causales de HB, implementando
un esquema de 12 primers para el gen F9 y utilizando Técnicas como PCR y electroforesis
en gel sensible a la confirmacion (CSGE), identificaron diversos tipos de mutaciones,
como cambios missense 60%, nonsense 14%, defectos de splicing 8%, pequefias
inserciones-deleciones 4%, grandes deleciones 12%, y un cambio en la regién promotora
del F9, descartaron dos cambios de missense no reportados, los cuales mostraron tener
implicaciones severas en el fenotipo de HB, aunque el estudio no explord la presencia
cualitativa y cuantitativa del factor IX de la coagulacion en el plasma de los pacientes ni
determind como fue secretado, estudio la estructura tridimensional de la proteina mutada,
y recopilé informacion bibliografica de cada caso, concluyendo asi que es viable asociar
el fenotipo observado con el tipo y ubicacion de la mutacion identificada, la poblacién de
pacientes argentinos estudiados exhibi6 una estrecha relacion fenotipo-genotipo en la
mayoria de los casos, similar a lo reportado en la base de datos internacional de HB, en
consecuencia, la investigacion representd la primera serie molecular de mutaciones

causales de Hemofilia B en Argentina (2).

En un estudio de 2013 liderado por Rallapalli y su equipo, se evaluaron 1113 mutaciones
unicas del gen F9 en una base de datos web interactiva actualizada construida llamada
“MySQL” con 3721 registros de pacientes, utilizaron un modelo de homologia para
estructurar la proteina FIXa, identificando mutaciones en 336 de los 461 residuos de FIX
y registraron 812 mutaciones puntuales, 182 deleciones, 54 polimorfismos, 39 inserciones
y 26 otras variantes, sumando 111 variantes Unicas; la base de datos interactiva emergi6
como una herramienta valiosa para comprender los mecanismos de la Hemofilia B,
destacando que las mutaciones de gravedad leve incluyeron 15 mutaciones cuantitativas
(tipo I) y 41 mutaciones cualitativas (tipo 1), resaltando que las mutaciones de tipo Il
afectan principalmente regiones estructurales vinculadas a interacciones funcionales y la
segregacion de mutaciones de tipo | y Il en diferentes regiones de la estructura de la
proteina FIXa, aporta nuevas perspectivas, aunque la formacion de inhibidores es menos
comun en la Hemofilia B, la capacidad de agrupar mutaciones segun criterios especificos
facilita la comparacion con un fenotipo particular, especialmente en el reconocimiento de

mutaciones asociadas con un riesgo superior al normal (11).



En una exhaustiva revision bibliogréfica en 2013, los autores Li, Miller, Payne & Hopper
generaron un recurso integral: la Lista de Mutaciones del Proyecto de Hemofilia B
(CHBMP), esta lista, cuenta con 1083 mutaciones Unicas recopiladas a partir de literatura
y datos del Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC), se presenta en
formato Excel y sigue las normas de nomenclatura de la Sociedad de Variaciones del
Genoma Humano (HGVS), incluye detalles cruciales como tipos de mutacion, cambios
de aminoacidos, ubicacion, gravedad de la Hemofilia B, presencia de inhibidores y
referencias bibliograficas con mas de 3700 casos analizados a lo largo de décadas, esta
lista se funda como una herramienta esencial para los consejeros genéticos y la
investigacion, proporcionando informacidn clave sobre los fundamentos moleculares de la
enfermedad; disponible en htpp://www.cdc.gov/hemophiliamutation, esta lista ha
evolucionado desde su inicio en 1978 consolidandose como un recurso valioso para

comprender y colaborar en la investigacion de la Hemofilia B (12).

Los estudios mencionados previamente han sido fundamentales para avanzar en la
caracterizacion molecular del gen F9 relacionado con la Hemofilia B, permitiendo
comparar las variadas mutaciones presentes en esta condicion, en los ultimos 5 afios,
varios paises han confirmado la variabilidad mutacional de esta enfermedad mediante
enfoques metodologicos similares, respaldando y validando asi las investigaciones

citadas a continuacion.

En 2018, Parrado Y. realiz6 una caracterizacion molecular del gen F9 asociado a la
Hemofilia B en Colombia abarcando 20 pacientes masculinos no relacionados con edades
comprendidas entre 5y 68 afos, realizando procedimientos de aislamiento de ADN, PCR
alos 8 exones y regiones UTR 5” y 3’ del gen F9, con verificacion mediante electroforesis
y secuenciacion Sanger, identificando 15 mutaciones que incluyen variantes missense,
nonsense, una mutacion UTR 3’ grandes delecciones mayores a 50 pb y una sustitucion
intronica, aunque 8 de estas variantes ya estaban documentadas, destaco una delecion
inédita de los exones 3 y 4 en bases internacionales, sefial6 que la mutacion en IVS5+13
afecta el splicing, observandola en 7 pacientes, con una frecuencia del 35% y 2 pacientes
no relacionados compartian una mutacién missense, correlacionando el genotipo-fenotipo
de la enfermedad, a excepcion de 1 paciente con HB leve asociado a una variante missense
previamente vinculada a un fenotipo moderado, relacionandola con el comportamiento
clinico, y el andlisis mutacional para la identificacion de portadoras, informando las

primeras mutaciones en la poblacion colombiana con Hemofilia B (13).


http://www.cdc.gov/hemophiliamutation

En 2019, Li y su equipo realizaron una investigacion con el propdsito de examinar la
patogénesis de dos pacientes con Hemofilia B de diferente gravedad reclutando a una
familia con dos individuos afectados por HB, realizando ensayos de coagulacion y
evaluando la actividad de FIX mediante PCR de todos los exones y limites exon-intron
del gen F9, seguido de andlisis mediante secuenciacion directa, identificando mutaciones
en un nifio de 12 afios con antecedentes hemorragicos moderados que mostré un tiempo
de tromboplastina parcial activada notablemente prolongado de 98,1 segundos y una
actividad de FIX significativamente reducida a 1%; el analisis genético molecular del gen
F9 reveld que ambos eran hemicigotos para una nueva mutacién sin sentido, ¢.157G>C
(p.Glu53GIn), ampliando la comprension de las mutaciones del gen FIX (14).

En 2020, Huang e investigadores realizaron un analisis molecular de pedigries de HB en
China, identificando mutaciones responsables de la enfermedad mediante técnicas de
secuenciacion de nueva generacion y una plataforma bioinformatica interna, examinaron
76 pedigries en HB no emparentados, identificando mutaciones que compararon con los
resultados de la secuenciacion Sanger, clasificando las mutaciones segun las directrices
del American College of Medical Genitics and Genomics, alcanzando una tasa de
deteccion 94,74%; hallaron 59 variantes causales en 72 pedigries, abarcando mutaciones
missense, nonsense, de empalme, deleciones pequefias y grandes, asi como una
mutacion intronica, identificaron diez mutaciones desconocidas, y la variante en
mosaico, ¢.199g9>T(p.Glu67Ter), en un pedigri esporadico de HB, la deteccion de estas

proporciond valiosos detalles sobre la patogénesis de la HB en la poblacién (15).

En el afio 2021, Ghada y colaboradores efectuaron una investigacion con el proposito de
identificar las mutaciones causantes en una muestra de pacientes egipcios con Hemofilia
B incorporando datos clinicos de 11 pacientes con HB, pertenecientes a 6 familias no
relacionadas, y una séptima familia que incluia una madre portadora con el historial de
un hermano fallecido por Hemofilia B, realizaron una secuenciacion del gen F9,
revelando la presencia de 4 mutaciones; 2 missense Nm_000133.3:c-676>G,
(P.Arg226Gly) y NM_000133.3:¢.1305T>G,(p.Cys435Trp), y 2 mutaciones nonsense
NM_000133.3:¢.880 C>T, (p.Arg294*) y NM_000133.3:c.1150>T, (p.Arg384%*), que
abarcaron los exones 6 y 8, localizando 3 mutaciones en el exdn 8 del gen F9, logrando
establecer una correlacion entre genotipo-fenotipo, proporcionando respaldo para un

asesoramiento genético adecuado en estos pacientes (16).



En el 2021, el articulo original de Agrawal N. e investigadores detall6 el espectro
mutacional de los pacientes con HB grave atendidos en un centro de atencion terciaria en
la India la metodologia empleada consistio en extraer ADN a partir de las muestras de
sangre periférica de 35 pacientes diagnosticados con la enfermedad, pertenecientes a 32
familias, utilizando el método de secuenciacion Sanger, identificando 27 mutaciones
diferentes en 30 pacientes, abarcando 20 variantes previamente conocidas y siete nuevas,
encontrando un caso sospechoso de delecidn génica completa, destacando que la mayoria
de las variantes se localizan en el dominio serina peptidasa, y detectando anticuerpos
inhibidores en 2 pacientes, proporcionando un espectro mutacional y una estrategia de
deteccion de mutaciones a través de la secuenciacion Sanger del gen F9 en pacientes con

Hemofilia B grave, en un entorno de escasos recursos (17).

En el afio 2022, los investigadores Shen, Gao, Cao y Li realizaron un resumen sistemético
que abordo las caracteristicas estructurales y funcionales del factor IX, asi como los
mecanismos patogeénicos de las mutaciones identificadas hasta la fecha, revelaron la
diversidad de mecanismos subyacentes a la deficiencia de FIX, desencadenada por varias
mutaciones, identificaron alteraciones como deleciones, inserciones, duplicaciones e
indels, que, con frecuencia, desembocan en formas graves de Hemofilia B que afectan las
regiones de los exones generando mutaciones de cambio de marco, mientras que las
mutaciones en los intrones contribuyen al splicing aberrante, destacaron que los fenotipos
hemorrégicos presentan una amplia gama desde los casos graves hasta manifestaciones
mas leves en los pacientes con HB, siendo las mutaciones sin sentido las que generan FIX
truncando o HB grave, mientras que las mutaciones silenciosas pueden afectar al splicing
0 a la traduccidn del FIX, proporcionando informacion relevante para el diagndéstico y el
tratamiento de los pacientes (18).

En el afio 2022, Dericquebourg y su equipo de expertos realizaron una secuenciacion del
gen F9, con el propoésito de identificar variaciones intrénicas en pacientes con HB sin
resolver genéticamente, secuenciando el gen F9 en 17 pacientes, evaluando el impacto
patogénico de las variantes identificadas mediante analisis bioinformatico y ensayos de
minigenes, descubriendo 9 variantes (c.278-1806 A>C y la combinacién ¢.278-1244A>G
y €.392-864T>G), siendo 7 sustituciones intrénicas y dos inserciones de elementos
moviles; el analisis predijo el impacto del splicing para 4 sustituciones ¢.278-1806A>C,
€.392-864T>G, .724-2385G>T, c.723+4297T>A, confirmado por el ensayo de

minigenes y clasificaron 5 variantes como probablemente patogenas segun las directrices



del American Collage of Medical Genetics and Genomics, y 4 como de importancia

desconocida, identificando la causa en el 76% de las familias de este estudio (19).

En 2022, Johnsen y un equipo de expertos lideraron una iniciativa estadounidense pionera
para mejorar la comprension de la Hemofilia, analizando los genotipos de 11.341
participantes en la iniciativa “Mi vida, nuestro futuro”, involucrando la inscripcion de
individuos y posibles portadores genéticos en Centro de Tratamiento de Hemofilia (HTC)
en los Estados Unidos, realizaron genotipados, entregando resultados a los proveedores y
extrajeron datos clinicos de la Red Americana de Trombosis y Hemostasia; entre 2013 y
2017, 107 HTC inscribieron 11.341 sujetos, revelando variantes en el 98.1% de los
hombres con Hemofilia B, descubriendo 1914 variantes, incluyendo 431 en el gen F9,
con 134 nuevas, ademas se destacaron como el mayor proyecto de genotipificacion de
Hemofilia hasta la fecha, contribuyendo a la comprension de la variacion genética en la

Hemofilia y los riesgos asociados con la formacion de inhibidores (20).

1.2. FUNDAMENTACION TEORICA

Historia de la Hemofilia

La identificacion de un trastorno hemorragico hereditario ligado al sexo se remonta al
siglo II, pero no fue hasta el siglo XVII que se design6 como “la enfermedad de la
realeza”, afectando principalmente a los varones (21). Este hecho se confirm6 en 1803,
cuando Otto J. realizé el pedigri de una extensa familia con individuos afectados, afios
mas tarde, Hopff basandose en antecedentes clinicos e historicos, publicé en 1824 el

término “Hemofilia” para abarcar este problema hemorrégico (21,22).

Debido a las limitaciones en la calidad de vida de los pacientes y la tecnologia de la
época, transcurrio un amplio periodo hasta mediados del siglo XX para retomar los
estudios sobre esta enfermedad, en el afio de 1947, el Dr. Alfredo Pavlovskys diferencio
la Hemofilia B como una condicion médica independiente, también conocida como la
"enfermedad de Christmas"”, en homenaje al primer paciente reconocido con esta
condicion causada por la deficiencia del Factor 1X (7,21,23). Gracias al desarrollo de
diversas técnicas de laboratorio, lograron identificar al Factor X como particularmente
afectado en la Hemofilia B y en 1961 se llevd a cabo la estandarizacion de los factores de
coagulaciéon mediante la asignacion de nimeros romanos, marcando un paso

significativo en la comprension y manejo de esta condicién médica (24).



Finalmente, en un estudio de 1984 se logré ubicar el gen F9 en Xq27.1(22), allanando el
camino para la primera caracterizacién molecular del gen F9 en 1990 por Giannelli et al,
quienes describieron 216 mutaciones asociadas a esta condicion (3). Esta revelacion
marco el inicio de una serie de analisis genéticos continuos desde la década de los 80’s
hasta la actualidad, con el proposito de rastrear alelos afectados y determinar las
mutaciones asociadas a la enfermedad, estas investigaciones han empleado técnicas
como el analisis de ligamiento, anlisis de mutaciones mediante PCR y secuenciacion de
Sanger (3).

Epidemiologia

La Federacion Mundial de Hemofilia ha registrado a nivel global a 29,712 pacientes con
HB vy se estima que representa entre el 15% y el 20% de todos los casos de Hemofilia
(23). La prevalencia al nacer se estima en 5.0 casos por cada 100,000 varones para todas
las variantes de severidad de la Hemofilia B y 1.5 casos por cada 10,000 varones para la
variante grave, independientemente de la etnia (25).

A pesar de la limitada disponibilidad de datos epidemioldgicos especificos sobre la
Hemofilia en Ecuador, la prevalencia global de esta enfermedad genética sugiere su
probable impacto a nivel local, la influencia de esta condicion en el pais, al igual que en
otras naciones, trasciende los sintomas fisicos, planteando desafios en la calidad de vida
de nuestros pacientes, ademas, el costo asociado con el tratamiento de la Hemofilia puede
ser considerable, generando presiones tanto en los individuos afectados y sus familias,

como en el sistema de salud en conjunto (26).

En Ecuador, la Hemofilia se clasifica como una enfermedad rara o huérfana y forma
parte de un programa especial para el manejo de enfermedades catastréficas, con el
objetivo de estandarizar la atencion y los protocolos de diagndstico y tratamiento, el
Ministerio de Salud ha considerado esencial la implementacion de una Guia de Préactica
Clinica para abordar la Hemofilia en todas las etapas de vida, es relevante destacar que,
hasta la fecha no se realizan pruebas genéticas para detectar familiares de personas
hemofilicas en el pais, aunque se recomienda encarecidamente como consejo

fundamental (6).



El Ministerio de Salud Publica ecuatoriano trabaja con dieciséis hospitales que ofrecen
una atencién integral a los pacientes con Hemofilia, a cargo de un equipo
multidisciplinario de profesionales de la salud; actualmente, se brinda atencion a 763
pacientes, de los cuales 585 tienen hemofilia A, 84 hemofilia B, 89 tienen Von
Willebrand y 5 presentan deficiencia de factor XIlII, destacando un avance significativo
de esta entidad publica es la entrega gratuita de medicamentos para eliminar la necesidad
de crioprecipitados y plasmas frescos congelados dado a el alto costo de los
medicamentos antihemofilicos, por esta razén, la cobertura proporcionada por el

Ministerio de Salud juega un papel vital en el acceso de los pacientes a estos tratamientos

(5).
Generalidades de la Hemofilia tipo B

Su caracteristica distintiva radica en la deficiencia del factor IX (FIX) en la cascada de
coagulacion, una variante especifica que se origina por una mutacion en el gen que
codifica el factor IX, localizado en el cromosoma X; esta alteracién sigue un patrén de
herencia recesiva ligada al sexo, lo que significa que afecta principalmente a los
hombres, los varones con un solo cromosoma X afectado tienen una alta probabilidad de
desarrollar la enfermedad, mientras que las mujeres con dos cromosomas X tienen menos

posibilidades de mostrar sintomasy, en su mayoria, son portadoras asintomaticas (7)

El Factor 1X activado (FIXa), una proteina dependiente de vitamina K, se sintetiza en el
higado y constituye una parte esencial del complejo tenasa, su funcion principal radica
en desencadenar la formacion 6ptima de trombina en el nuevo modelo de la coagulacion
centrado en células, por lo que la clasificacion de la deficiencia de factor IX se realiza en
funcidn de su actividad, dividiéndose en leve (5% a 40%), moderada (1% a 5%), 0 severa
(<1%) (7).

Los signos caracteristicos de esta afeccion incluyen hemorragias prolongadas y la
facilidad para desarrollar hematomas en varios tejidos y érganos, la intensidad de estos
sintomas varia en relacion al nivel de actividad residual de FIX en el paciente (3). Por lo
tanto, las mutaciones pueden influir en distintos aspectos, desde la estructura genética

hasta las modificaciones posteriores de la proteina FIX (18).
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El gen F9 se extiende a lo largo de 34 kb en el brazo largo del cromosoma X,
especificamente en la banda Xq27.1 y consta de 8 exones y 7 intrones, la transcripcion
de los 8 exones da lugar a un ARNm de 2,8 kb, que presenta una region no codificante
de 1,4 kb en su extremo 3', el marco de lectura abierto (ORF) del ARNm F9 codifica una
proteina precursora que consta de 461 amino&cidos; esta secuencia incluye un péptido
sefial N-terminal de 1 a 28 aminoacidos y un propéptido de 18 residuos de 29 a 46
aminodacidos, seguidos por una proteina madura de 415 residuos, por otro lado la proteina
madura se divide en un dominio Gla de 47 a 92 aminoacidos), 2 dominios similares al
factor de crecimiento epidérmico (EGF) de 93 a 171 aminodcidos, una secuencia
conectora de 172 a 191 aminodcidos, un péptido de activacion de 192 a 226 aminoacidos
y 1 dominio de serina proteasa (SP) de 227 a 461 aminoacidos (18).

En detalle, el exdn 1 codifica un péptido sefial tipico destinado a la secrecidn de proteinas
por parte de los hepatocitos, el exén 2 codifica la secuencia propeptidica y el dominio
Gla, mientras que el exdén 3 codifica la parte final del dominio Gla y una pila helicoidal
hidrofoba, los exones 4y 5 codifican los dos EGF -Dominios similares, el exdn 6 codifica

el péptido de activacion y los exones 7 y 8 codifican el dominio SP catalitico (18).
Factores involucrados en la Hemofilia tipo B

La coagulacion sanguinea es un proceso esencial para mantener la integridad de los vasos
sanguineos después de una lesion, este proceso, conocido como cascada de coagulacion,
implica una serie de reacciones enzimaticas en la que participan diferentes factores de
coagulacion; la activacion de la cascada de coagulacion puede ocurrir in vivo, iniciando
por la presencia de cargas negativas en el vidrio del tubo de recoleccion de la muestra,
lo que activa el factor XI11 de la via intrinseca a continuacion, el factor XI1 activado (Xl1a)
activa al factor XI, que participa en la activacion del factor IX, el factor IXa, junto con el
cofactor Vllla, calcio y fosfolipidos, forma el complejo tenasa, el cual tiene la
responsabilidad de transformar el factor X a su forma activa, dando inicio a la cascada

de coagulacion (7).

La deficiencia del factor I1X en la hemofilia B conlleva a una incapacidad para generar
trombina y amplificar la fase fluida de la coagulacion, lo que resulta en una diatesis

hemorragica en las personas afectadas, la gravedad de la enfermedad varia segun la
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actividad de coagulacion del factor 1X en plasma, las formas severas pueden presentar
hemorragias espontaneas y repetitivas, mientras que las formas leves pueden ser

clinicamente silenciosas hasta que se produzca un evento traumatico (21).

La coagulopatia de las personas con Hemofilia es consecuencia de la incapacidad para
magnificar, controlar y mantener la generacion de trombina debido a la deficiencia del
factor VIII o IX; la generacion de trombina es un evento de alta importancia biol6gica y
fisiolégica, ya que es esencial en la fase fluida de la hemostasia, por lo que, la ausencia
de los factores VIII y IX se manifiesta clinicamente con eventos hemorragicos
caracteristicos de la Hemofilia, siendo el principal sitio de sangrado a nivel articular en los
casos severos y sin una terapia adecuada e integral, la Hemofilia puede llevar al
desarrollo de una artropatia hemofilica crénica, que es la principal causa de morbilidad

en esta poblacion (21).

La variabilidad clinica que se observa en los pacientes afectados sugiere que factores
adicionales, ademas de las mutaciones genéticas, también desempefian un papel en la
expresion clinica de la enfermedad (27). Para confirmar el diagndstico, se realiza una
evaluacion del sistema hemostatico mediante pruebas como el hemograma, TTP, TP, TT,
y la medicion de factores de coagulacion, complementadas con la informacion de la
historia clinica y familiar, estas pruebas serolégicas confirman la deficiencia del factor

IX 'y la prolongacién del tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa) (7).

El tratamiento de la Hemofilia B implica la administracion del factor IX deficiente, ya
sea de manera preventiva para evitar episodios hemorragicos o en situaciones agudas y la
terapia integral adecuada, ya que la falta de tratamiento puede llevar al desarrollo de una
artropatia hemofilica cronica, que constituye la principal causa de morbilidad en esta
poblacion (21).

Técnicas moleculares

En las Gltimas dos décadas, se han logrado avances significativos en la comprension de
las bases moleculares de las enfermedades genéticas, incluyendo la Hemofilia tipo B,
aunque la enfermedad es causada principalmente por mutaciones en el gen F9 que
codifica el factor IX, se ha observado una amplia variabilidad clinica en los pacientes
afectados, esto sugiere que otros factores, ademas de la mutacion genética, influyen en
el fenotipo clinico de la enfermedad (27).
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Las pruebas genéticas precisas son cruciales para comprender y manejar adecuadamente
la hemofilia en pacientes y sus familias, aunque la prevalencia de mutaciones multiples
en la hemofilia es baja, puede subestimarse debido a la falta de pruebas genéticas
completas en todos los casos, por lo tanto, se enfatiza la importancia de examinar
cuidadosamente las mutaciones para confirmar su patogenicidad y evitar diagnosticos

erroneos.

Para identificar regiones génicas anormales en pacientes con Hemofilia B, se han
desarrollado diversos métodos de andlisis genético; dos técnicas de tamizacion genética
ampliamente utilizadas son la Electroforesis en Gel Sensible a la Conformacion (CSGE)
y la Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia en Condiciones Desnaturalizantes
(DHPLC), ambas con una tasa de deteccion de variantes del 89%, en algunos casos, es
necesario complementar estas técnicas con la secuenciacion directa de acidos nucleicos,
que ofrece una alta precision y fiabilidad cercana al 100% en la identificacion de
mutaciones patogénicas en el gen F9, implicado en la Hemofilia B; la secuenciacion
directa se basa en la amplificacion de las regiones relevantes del gen mediante PCR y la
posterior lectura de la secuencia mediante electroforesis capilar, alinedndola con la
secuencia de referencia para identificar las variantes patogénicas, estos avances en el
andlisis genético han contribuido significativamente al diagnéstico preciso y la
identificacion temprana de portadores en familias afectadas por la Hemofilia B (13).

Alteraciones moleculares del Gen F9

Las mutaciones pueden afectar diferentes niveles, desde la estructura génica hasta las
modificaciones postraduccionales de la proteina FIX, la variabilidad clinica observada
en los pacientes afectados sugiere que otros factores, ademas de las mutaciones
genéticas, tambiéen influyen en el fenotipo clinico de la enfermedad (18). El estudio
continuo de las mutaciones y la creacion de bases de datos como el CHBMP permiten
ampliar el conocimiento sobre la enfermedad y mejorar la atencién médica de los

pacientes con hemofilia tipo B (12).

La generacion de una lista completa de mutaciones causantes de la Hemofilia tipo B es
de gran importancia para mejorar el conocimiento sobre la enfermedad y su genética. En
este sentido, se ha creado el Proyecto sobre Mutaciones en la Hemofilia B (CHBMP) de
los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC), esta base de datos
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contiene informacién sobre méas de 1000 mutaciones Unicas detectadas en pacientes con
hemofilia tipo B, incluyendo mutaciones puntuales y pequefias deleciones o adiciones
de nucledtidos, la identificacion de mutaciones y su relacion con la gravedad de la
enfermedad permite un mejor diagndstico y manejo de la Hemofilia tipo B en pacientes

y sus familias (12).

Extraccion y purificacion de ADN

El minikit PureLink de ADN gendmico ofrece un rendimiento destacado y una pureza
excepcional al procesar diversas muestras como sangre, tejidos, células, bacterias,
hisopos y manchas de sangre, este kit optimiza los métodos convencionales de columnas
de centrifugado para microcentrifugas con base de silice, presentando una configuracion

innovadora que mejora la eficiencia en la union y liberacién del ADN (28).

Cada tipo de muestras se somete a un procedimiento de lisis especializado y utiliza un
tampon de lisis optimizado, potenciando la actividad de la proteina K y eliminando la
contaminacion proteica indicando la pureza del ADN mediante indices de lectura de
absorbancia (~ 1,9 para A260/A280 y A260/A230) purificado, mientras que un tampén
salino cao trépico asegura la union estable del ADN a la resina de la columna y
finalmente, el ADN se eluye en un tampon bajo en sal para estabilizar el pH durante el
almacenamiento permitiendo la secuenciacion del ADN gendémico extraido, a partir de

muestras sanguineas de tamafio medio (100 ul-1 ml)(29).

Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica in vitro que amplifica
selectivamente una secuencia especifica de ADN, replicandola de manera fiel a lo largo
de los ciclos repetitivos, utilizando la actividad de la enzima ADN polimerasa, la PCR
puede llevarse a cabo con ADN genémico (PCR convencional) o con ADN
complementario de ARNm, conocido como RT-PCR. Esta dltima implica la
transcripcion inversa, convirtiéndola ARNm en ADN complementario mediante la

accion de la transcriptasa inversa (30).
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Los elementos esenciales para la PCR incluyen la plantilla (ADN o ADNCc), la enzima,
oligonucle6tidos o cebadores, desoxirribonucleétidos trifosfatos (ANTPs), ion magnesio
(Mg+), y una soluciéon tampon o agua, esta técnica consta de 3 pasos principales:
desnaturalizacion, hibridacion y extension, por lo que, los termocicladores, fueron
disefiados para mantener condiciones constantes de temperatura y tiempo, facilitando la
ejecucion de la reaccion (30).

El ADN, con su estructura de doble hélice, sirve como plantilla para la sintesis de nuevas
hebras durante la PCR, la complementariedad entre las bases, establecida por enlaces de
hidrégeno e interacciones hidrofobicas, garantiza la estabilidad de la doble hélice, cada
ciclo de PCR realizada se compone de desnaturalizacion, donde las cadenas de ADN se
separan; hibridacion, donde los primers se unen a la secuencia complementaria; y

extension, donde la Taq polimerasa sintetiza nuevas cadenas de ADN (31).

La desnaturalizacion implica la separacion de la doble hélice a 95 °C, seguido por la
hibridacién a 50-60 °C, donde los primers se alinean con la secuencia objetivo, y la
extension a 72 °C, donde la Taq polimerasa cataliza la sintesis de nuevas cadenas de
ADN, por lo cual, la eficiencia de la PCR se verifica al visualizar los amplicones
mediante electroforesis en geles de agarosa, separando las moléculas de acuerdo a su

tamafio y carga eléctrica (32).
Electroforesis en gel agarosa

La electroforesis se emplea para separar moléculas de ADN, ARN o proteinas segun su
tamafio y carga eléctrica mediante una corriente eléctrica, las moléculas atraviesan un
gel o matriz que actia como un filtro, permitiendo que las mas pequefias se desplacen
con mayor velocidad, esta versatil técnica se aplica en diversos campos, como la ciencia
forense, el estudio del genoma humano mediante electroforesis capilar, y la deteccion de
mutaciones genéticas o anomalias en proteinas, ademas, su uso en diagndstico clinico y
forense destaca su relevancia en aplicaciones practicas; se realiza cominmente en una
caja con carga positiva en un extremo y carga negativa en el otro, luego de este proceso,
la determinacion del tamafio molecular se logra comparando la muestra con estandares

detamafio conocidos separados en el mismo gel (33).
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Secuenciacion de Sanger

El método Sanger genera secuencias de ADN de alta calidad con longitudes que varian
entre 500 y 1000 pares de bases. Esta técnica utiliza didesoxi-nucleo6tidos (ddNTP),
modificados y carentes del grupo 3°-OH, para llevar a cabo una terminacion enzimatica
de cadena, la ausencia de este grupo impide la formacion de un enlace fosfodiéster por
parte de la ADN polimerasa, deteniendo la adicion de més nucleédtidos y generando

secuencias de diversas longitudes de forma aleatoria (34).

En la secuenciacién de Sanger, cada ddNTP (ddATP, ddTTP, ddGTP y ddCTP) se
incorpora en reacciones separadas de cadena de polimerasa (PCR), la sintesis finalizada
cuando un ddNTP se une a una cadena de nucle6tidos, y la separacién se logra mediante
gel de electroforesis en su forma mas basica, el fragmento mas corto termina en el primer
nucledtido desde el extremo 5°, estableciendo la secuencia de 5° a 3’ de manera

progresiva (35).

En contraste, en la secuenciacion automatizada de Sanger, cada de ddNTP se etiqueta
con un fluoréforo diferente, permitiendo su combinacién en una sola reaccion,
posteriormente, la electroforesis capilar y un ordenador mediante un laser, excitan cada

fluoroforo para identificar individualmente cada ddNTP (35).
1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo General

Caracterizar a nivel molecular del gen F9 relacionado con la Hemofilia tipo B en

sujetos de una familia ecuatoriana.
1.3.2 Objetivos especificos

e Amplificar secuencias del gen del factor IX relacionados con la Hemofilia tipo
B mediante técnicas moleculares.

e Secuenciar el gen F9 de la Hemofilia tipo B mediante la secuenciacion de Sanger.

e Analizar las secuencias del gen F9 de Hemofilia tipo B mediante programas
bioinformaticos.
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CAPITULO Il
METODOLOGIA

2.1 TIPO DE INVESTIGACION

Es un proyecto de investigacion transversal y descriptivo

2.1.1 Enfoque de la investigacion
Se considera enfoque mixto tanto cuantitativo porque a través de diferentes métodos se
comprobara cuantas mutaciones se presentan en cada individuo y cuantas personas
presentan mutaciones asociadas a la coagulopatia en datos estadisticos con técnicas como,
PCR, Electroforesis y Secuenciacion Sanger y en lo que se refiere a cualitativo es para la
respectiva comprobacion de hipétesis tanto nula como alternativa a través del método de

Fisher que sirve para estudiar si existe asociacion entre dos variables cualitativas.

2.1.1.1 Investigacion Documental
En este proyecto de investigacion, se ha recopilado informacién de diversas fuentes
bibliograficas, tales como articulos de revision, investigaciones previas, libros y articulos
cientificos. Estos recursos han contribuido significativamente a contextualizar y
actualizar la comprension de la problematica abordada, proporcionando una solida base

de fundamentos tedéricos relevantes.

2.1.1.2 Investigacion de Laboratorio
En el laboratorio se llevo a cabo la caracterizacion molecular del gen F9 para determinar
la presencia de mutaciones asociadas a la Hemofilia tipo B mediante técnicas como:

Extraccion de ADN, PCR, Electroforesis y Secuenciacion Sanger.

2.2 SELECCION DEL AREA O AMBITO DE ESTUDIO

2.2.1 Campoy éarea
Biologia Molecular

2.2.2 Aspecto
Presencia de mutaciones genéticas en fragmentos del gen de cada individuo asociado con
la Hemofilia B en una muestra de una familia ecuatoriana.

2.2.3 Delimitacion espacial

El proyecto de investigacion se ejecutd en sujetos de una familia ecuatoriana.
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2.2.4 Delimitacién temporal

El proyecto de investigacion se elaboro en el periodo académico septiembre 2023-febrero

2024 en sujetos de una familia ecuatoriana.

2.3 POBLACION Y MUESTRA
El muestreo para este estudio es por conveniencia basandose en un arbol genético hasta
la tercera generacion que de acuerdo con la teoria genética de Mendel se evidencié los
individuos enfermos y posibles portadores; y, por consiguiente, en los criterios de
exclusion e inclusién que se establecieron en la investigacion, en donde participaron 16

sujetos de la familia ecuatoriana y 4 sujetos como control de las mutaciones.

2.4 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION
2.4.1 Criterios de inclusién
% Participantes con relacién consanguinea con la familia ecuatoriana.
++ Participantes que tengan en conocimiento el proyecto de investigacion.

¢+ Participantes que hayan firmado el consentimiento informado.

2.4.2 Criterios de exclusion
¢+ Pacientes diagnosticados con Hemofilia A

¢+ Pacientes diagnosticados con otro trastorno de coagulacién

2.5 DESCRIPCION DE LA INTERVENCION Y PROCEDIMIENTOS PARA LA
RECOLECCION DE INFORMACION

En primer lugar, se delimito el lugar donde se llevo a cabo el estudio, el cual fue el
Laboratorio de Docencia de Biologia molecular y celular del Campus Querochaca de la
distinguida Universidad Técnica de Ambato con la autorizacion de las autoridades de la

Facultad de Ciencias de la Salud.
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En relacién a ello, se realizd los tramites pertinentes para obtener la aprobacion del
proyecto de investigacion y la aseguracion del consentimiento informado (ANEXO 1).
Posteriormente, se solicitd una reunion con los participantes en el cual se explico de
manera clara y concisa el procedimiento del estudio, se respondieron a sus preguntas y
preocupaciones, y finalmente, se les brind6 la oportunidad de firmar de manera libre,
voluntaria y deliberada, proporcionando su nombre y nimero de cédula como muestra de

su consentimiento.

Dentro de la poblacién de estudio, se logré reclutar 16 sujetos de la familia ecuatoriana y
4 sujetos sin ningun parentesco conocido dado que se trata de una enfermedad rara se
decidi¢ utilizar un enfoque de muestreo no probabilistico por conveniencia para la
comparacién de mutaciones en diferentes genes. Se explicd a los participantes las
condiciones para la toma de muestra y se acordd una fecha y hora establecida en donde

los participantes pudieron asistir y ser parte de este estudio.

2.5.1 Procedimientoy analisis
2.5.1.1 El procedimiento de la extraccion sanguinea se realiz6 en base a las indicaciones del
Manual de toma de muestras en Laboratorio Clinico (36), teniendo en consideracion

los siguientes pasos:

1. Se coloco un torniquete en la parte superior del brazo con el fin de ejercer presion
en la vena.

2. Se limpid el sitio de puncion con alcohol antiséptico como medida de asepsia.
3. Se punciond la vena del brazo con el sistema vacutainer.

4. Se introdujo el tubo tapa lila y se retiré el torniquete.

5. Se recolectd la muestra sanguinea hasta obtener 5 ml de sangre

6. Se retiro el sistema vacutainer y se cubrio la zona de puncién.
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2.5.1.2 Andlisis

¢+ La extraccion de ADN se llevé a cabo utilizando el kit Genomic DNA Mini kit de
PureLink, siguiendo las indicaciones del protocolo (28), a partir de una muestra de

sangre. Se aplico la siguiente técnica:

1. Secoloco un bloque térmico a 55°C.

2. Enun tubo de microcentrifuga estéril se agregd 200 ul de muestra de sangre.

3. Seagreg6 20 ul de Proteinasa K a la muestra.

4. Se afiadio 20 ul de RNasa a la muestra, se mezclé mediante agitacion breve y se
incubd a temperatura ambiente durante 2 minutos.

5. Se agreg6 200 ul de buffer de lisis y se homogeneiz6 mediante agitacion vorticial.

6. Seincub6 a 55°C durante 1 hora para promover la digestion de proteinas.

7. Se afadio 200 ul de etanol al 100% y se mezclé mediante agitacion durante 5
segundos.

8. Se extrajo del paquete una columna de centrifugacion en un tubo de recogida.

9. Se afiadio el alisado preparado de 640 ul en la columna de centrifugacion.

10. Se centrifugd la columna a 8.500 rpm durante 2 minutos.

11. Se desecho el tubo de recogida y se coloco la columna de centrifugacion en un tubo
de recogida nuevo.

12. Se agreg6 500 ul de wash de lavado 1 preparado con etanol a la columna.

13. Se centrifugd la columna a 8.500 rpm durante 2 minutos, se repitio este paso. En total
2 lavados con wash de lavado 1.

14. Se desecho el tubo de recoleccidn y se colocé la columna de centrifugacién en un
tubo de recogida nuevo.

15. Se agregd 500 ul de wash de lavado 2 preparado con etanol a la columna.

16. Se centrifug6 la columna a méaxima velocidad durante 3 minutos, se repitio este paso.
En total 2 lavados con wash de lavado 2. Se desecho el tubo de recogida.

17. Se coloco la columna de centrifugacion en un tubo de microcentrifuga estéril de 1.5
ml.

18. Se afiadio 30 ul de buffer de elucion gendmica a la columna.

19. Se incubé a temperatura ambiente durante 1 minuto, luego se centrifugé la columna
a maxima velocidad durante 1 minuto.

20. Se pipeteo 3 ul del concentrado gendmico en el Nanodrop y se procedié a medir en

el equipo.
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% La amplificacion del gen F9 a través de la técnica de PCR se realiz6 mediante la

amplificacion de 12 pares de primers (Tabla 1).

Tabla 1. Primers para amplificacion del gen F9

L . . Tamatio Temperatura
Ubicacion | Primer Secuencia 5°-3° de F. o
Ann. (°C)
(pb)
oromotor | FPAF | ACGAAAAAATTTCAGAAGCCA | 484 55
9PAR | CCATCAGCAATGTATGAGTGG
9PBF | AAGCTACAGGCTGGAGACAAT | 499 55
Promotor 9B R T CCTTTGCTAGCAGATTGTGAA
ExonA | 9AF | AGGCCATTGGAAATAGTCCA | 260 55
9AR | AAAGGCAAGCATACTCAATGT
ExonB | 9BF | CATCACAGATTTTGGCTCCA | 347 55
9BR | TATGCTCTGCATCTGAAGGGT
ExonC | 9CF | CACATAATACCCTTCAGATGC | 341 55
9CR | AATATGGGTTAGAGGGTTGG
ExonD | 9DF | AAAATCAGACTCCCATCCCA | 583 55
9DR | GGTTTTGGTCACACTGAAGTT
ExonE |9EF | CCCCCAATGTATATTTGACCC | 334 55
9ER | CAAAAGGAAGCAGATTCAAGT
ExonE | 9FF | AAATACTGATGGGCCTGCTT | 459 55
9FR | TGGTTAGTGCTGAAACTTGCC
ExonG | 9GF | AATTCATCTGCAAAGCTCACA | 401 55
9GR | TGAAATTATGACCCTTCTGCC
ExonH | 9HLF | ATGAGATCTTTAACATTGCC | 436 55
9HIR | GAACTTTGTAGATCGAAG
ExonH | 9H2F | TTTGGATCTGGCTATGTAAGT | 488 55
9H2 R | GAAATTCTCCCCTGTAAAG
UTR3® | PolyF | AAGAGAACCGTTCGTTTGCA | 510 55
Poly R | AGAACTAAAGGAACTAGCAAG

Fuente: Radic, C. P. (2010)

Para la reaccion en cadena de la polimerasa se realizd la master mix de acuerdo al

protocolo recomendado por Invitrogen™ a los siguientes célculos (Tabla 2).

21




Tabla 2. Componentes de la Master mix

COMPONENTE 25 ul de mx CONCEII\IJELA\CION
PCR Supermix 22,5 ul 1X
Primer forward 0,5 ul 0,4 uM
Primer reverse 0,5l 0,4 uM
ADN 15ul <500ng

Fuente Thermo Fisher Scientific, (2014)

% Para la amplificacién se utilizé el termociclador Bio-RAD T100 con el protocolo

descrito en la (Tabla 3).

Tabla 3. Programa de PCR

PASO TEMPERATURA °C TIEMPO
Desnaturalizacion inicial 94 3 minutos
30 ciclos Desnaturalizacion 94 30 segundos
PCR Anealing 55 30 segundos
Extension 72 60 segundos
Extension final 72 5 minutos
Fuente: Jara, Y. A. P. (2018).
++ Para la electroforesis se utilizo la siguiente técnica. (Figura N°1y 2)
[ PROTOCOLO DE ELECTROFORESIS ]
° Preparacién del gel agarosa
—
W -
= 60°C
| 7 e
.

1.1 Se diluyé el
tampén concentrado de
25 ml{403) en 975 ml
de agua destilada para
obtener tampdn 13

1.2 Se mezclé 0.9
g de agarosa con el
tampén 13 en un
matraz de 250 ml.

1.3 Se disolvid la agarosa en el
microondas durante 1 minuto a
alta temperatura. Se retiré el
matraz del microondas y se
mezcléd la solucién agitando hasta
que la agarosa esté homogénea.

1.4 Agitando el
matraz se dejé tibia
ala agarosa y se
afiadié 6 ul de
Syber safe.

Figura N°1 Elaborado por el autor. Protocolo obtenido de la Fuente EDVOTEX, (2016).
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Preparacion de la
camara de electroforesis

2.1 Ze cerrd el soporte por
medie de los ajustes de
caucho. Ze sitnd el molde
en la ranura central para
luego vertir la mezcla en el
soporte ¥ dejar
solidificarse al cabo de 20
minutos.

2.2 Ze retird los ajustes v
el peine. Se colocd el
sopotte (gel) en la cuba de
electroforesiz. Se cubrid el
gel con el tampdn 12
hasta estar completatnente
sumergido.

2.3 Ze depositd las muestras (5 ul)
en los pocillos. =e cerrd la tapa de
seguridad. Se conectd los
enchufes con la fuente de
corriente v se realizd la
electroforesiz a B0V por 1 hora.
Tnavez completado el proceso,
se visualizd el gel.

Figura N°2 Elaborado por el autor. Protocolo obtenido de la Fuente EDVOTEX, (2016).

*

++ Para la secuenciacion se envio al servicio de Macrogen, en donde se realiz6 en primer

lugar la purificacion de los amplicones y la secuenciacion de tipo Sanger con la

finalidad de obtener y observar los fragmentos que tienen alteraciones geneéticas

asociadas con Hemofilia tipo B y asi se determino individuos con la enfermedad y

posibles portadores genéticos.

Con los resultados obtenidos de la secuenciacion Sanger, se utilizo el programa Geneious

Prime version 2023 que brindo el analisis de la calidad de las secuencias e identifico las

variantes que existieron en un amplicon, permitiendo que los resultados fueran posibles

de correlacionar entre las secuencias de una manera mas rapida y menos costosa.

2.6 MATERIALES

2.6.1 Humanos

Poblacidn total de 20 individuos ecuatorianos:

- 16 sujetos con parentesco familiar

- 4 sujetos sin ningln parentesco familiar

2.6.2 Institucionales

Laboratorio de Docencia de Biologia molecular y celular del Campus Querochaca de la

Universidad Técnica de Ambato
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2.6.3 Materiales

Computador portatil

- Puntas azules de 100 a 1000ul
- Puntas amarillas de 10 a 100ul
- Puntas transparentes libre de ARNasas de 0.5 a 10ul
- Tubos de tapa lila de 5 ML

- Alcohol antiséptico al 70%

- Guantes

- Agujas negras de 22 Gx1

- Algododn

- Torniquete

- Esferos

- Marcador negro

- Mascarillas

- Cofias

- Zapatones

- Sistema vacutainer

- Termociclador
- Vortex
- Transiluminador UV

- Centrifuga
- Microcentrifuga
- Cémara de electroforesis
- Programas bioinformaticos
- Bitacora de trabajo
2.6.4 Reactivos
- Kit de extraccion de ADN, Invitrogen PureLink genomic DNA mini kit
- Kit de reactivos para PCR, Invitrogen PureLink PCR SuperMix
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CAPITULO 11l

RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 RESULTADOS

Este proyecto de investigacion involucro a un total de 20 muestras, de las cuales 16 formaban

parte de una familia ecuatoriana mientras, que las cuatro restantes no mantenian ningun

vinculo con dicha familia, en conformidad con los criterios de exclusion e inclusion

establecidos para el estudio. Después de proceder a la firma de los consentimientos

informados de la recoleccidn de las muestras de los pacientes se obtuvieron resultados.

En el marco de los andlisis realizados siguiendo la teoria genética de Mendel para el muestreo

de esta investigacion, se identificaron tres posibles pedigries de la familia ecuatoriana objeto

de estudio basandonos en los antecedentes familiares, esta identificacion se realiz6 debido a

la falta de confirmacion sobre si el padre fue hemofilico y la madre portadora, si solo el padre

fue hemofilico o si solo la madre fue portadora del gen anémalo. En la Figura N°3, se

presenta uno de estos pedigries.

K by
PRIMERA
CENERACION
SEGUNDA }
GENERACION | X XX FWY P ALY e X
X wped| vyl ese] el xew ><v| Xy Xy XK
TERCERA
GENERACION ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
+ F ¥ F F 1 F FF T
INDICADORE S
@ MhyjerFallecida Q Mujer afectada 27 Mujer posible pottadora
/ Vardn Fallecido Wardn afectado T Vardn afectado
Q Il er O — Matrimonio L Iujer sana
Wardn _|_ Individuosobjeto de estudio ZV Vardn sano

Figura N°3 Arbol genético de la familia ecuatoriana de estudio.
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Después de la firma de consentimientos informados y de la obtencion de las muestras de
sangre de los participantes, se realizd la extraccion de ADN de las 20 muestras, logrando
obtener concentraciones de ADN en el rango de 15.1 a 48.4 ng/dL, las cuales fueron medidas
en el equipo Nanodrop, (Tabla 4), a su vez se realizo una corrida electroforética de los ADN

extraidos para evidenciar que las muestras elegidas no estuvieran degradas (Figura N°4).

Tabla 4. Muestras elegidas en base a la concentracion de ADN.

Muestras Conc. ADN
AM5 46.7 ng/dL
JMO 32.7 ng/dL
WM6 24.9 ng/dL
BM5 32.3 ng/dL
KO2 23.2 ng/dL
DM9 26.1 ng/dL
J77 21.6 ng/dL
ETS8 16.7 ng/dL

CI5 19.6 ng/dL
RM9 16.2 ng/dL
EMO 48.4 ng/dL
AC7 30.5 ng/dL
NM3 26.3 ng/dL
JV10 37.1 ng/dL
AM9 24.2 ng/dL
JVO 22.3 ng/dL
K17 15.1 ng/dL
JI79 27.1 ng/dL
JS4 23.7 ng/dL
VCO 22.5 ng/dL

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura N°4. Corrida electroforética de los ADN extraidos
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De cada muestra incluida en el estudio, se amplific6 mediante la técnica de PCR

convencional, un total de 12 regiones pertenecientes al gen F9: Promotor A (9PA),
Promotor B (9PB), Exdén A (9A), Exdén B (9B), Exon C (9C), Exon D (9D), Exon E (9E),
Exén F (9F), Exén G (9G), Exon HI (9H1), Exon H2 (9H2) y UTR 3’ Poly (9Poly),

identificando que a lo largo de todo el gen F9 hubo variaciones genéticas en cada region.

La amplificacion de la primera region, Promotor A (9PA) de 484 pb (Figura N°5), arroj6

que solo una muestra no amplifica para esta regién como se detalla en la Tabla 5, paciente que

no tiene ningun vinculo con la familia de estudio.

S ———

Figura N°5. Electroforesis de la region 9PA.

Tabla 5. Resultados de amplificacion de la regién 9PA.

Muestras | Amplificacion
AM5 Si
JMO Si
WM6 Si
BM5 Si
KO2 No
DM9 Si
77 Si
ETS8 Si
CI5 Si
RM9 Si
EMO Si
AC7 Si
NM3 Si
JV10 Si
AM9 Si
JVO Si
K17 Si
JI79 Si
Js4 Si
VCO Si
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La amplificacion de la segunda region, Promotor B (9PB) de 499pb (Figura N°6) arrojo que

solo una muestra no amplifica para esta region como se detalla en la Tabla 6, este paciente no

tiene ningun vinculo con la familia de estudio.

499 ph

Figura N°6. Electroforesis de la region 9PB.

Tabla 6. Resultados de amplificacion de la region 9PB.

AMS JM0 WMb BMS KO2 DM9 JI77 MMS0PB

Muestras | Amplificacion
AMS Si
JMO Si
WM6 Si
BM5 Si
KO2 Si
DM9 Si
JI77 Si
ETS8 Si
CI5 No
RM9 Si
EMO Si
AC7 Si
NM3 Si
JV10 Si
AM9 Si
JVO Si
KI7 Si
JI79 Si
JS4 Si
VCO Si
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La amplificacion de la terceraregion, 9A de 260 pb (Figura N°7) arrojo que solo una muestra
no amplifica para esta region como se detallaen la Tabla 7, este paciente tiene un vinculo con

la familia de estudio

AMS JMO0 WAM6 BMS KO2 DM9 JITT MMSOPB

bp ng

Figura N°7. Electroforesis de la region 9A.

Tabla 7. Resultados de amplificacion de la region 9A.

Muestras | Amplificacion
AM5 Si
JMO Si
WM6 Si
BM5 Si
KO2 Si
DM9 Si
77 Si
ETS8 Si
Cl5 Si
RM9 Si
EMO Si
AC7 Si
NM3 Si
JVv10 Si
AM9 Si
JVO No
KI7 Si
JI79 Si
JS4 Si
VCO Si
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La amplificacion de la cuarta region, 9B de 347pb (Figura N°8) arrojé que dos muestras no
se amplificaron para esta region como se detalla en la Tabla 8, estos pacientes tienen un
vinculo con la familia de estudio, este hallazgo sugiere una posible variacion en esta region, ya

que ha sido reportada en las literaturas como una variante relevante en la Hemofilia B.

AMS JM0 WAG6 BMS KO2 DM9 JIT7T MMSOPB

Figura N°8 Electroforesis de la region 9B.

Tabla 8. Resultados de amplificacion de la region 9B.

Muestras | Amplificacion
AM5 Si
JMO Si
WM6 Si
BM5 Si
KO2 Si
DM9 Si
JI77 Si
ET8 Si
CI5 Si
RM9 No
EMO Si
AC7 Si
NM3 Si
JV10 No
AM9 Si
JVO Si
KI7 Si
JI79 Si
Js4 Si
VCO Si
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La amplificacion de la quinta region, 9C de 341pb (Figura N°9) arrojo que seis muestras no

amplificaron para esta region como se detalla en la Tabla 9, estos pacientes tienen un vinculo

con la familia de estudio, este hallazgo sugiere una posible variacion en esta region, ya que ha

sido reportada en las literaturas como una variante relevante en la Hemofilia B.

AMS JMD WM6 BMS KO2 DM9 JI77 MMSOPB

Figura N°9 Electroforesis de la region 9C.

Tabla 9. Resultados de amplificacion de la region 9C.

Muestras | Amplificacion
AM5 Si
JMO Si
WM6 Si
BM5 Si
KO2 Si
DM9 Si
77 Si
ETS Si
Cl5 Si
RM9 No
EMO Si
AC7 No
NM3 Si
JV10 No
AM9 No
JVO Si
K17 Si
JI79 No
JS4 Si
VCO No

31

bp ng

s gaa8es

s E 8



La amplificacion de la sexta region, 9D de 583pb (Figura N°10) revel6 que cinco muestras
no amplificaron para esta region como se detalla en la Tabla 10, tres de estos pacientes estan
vinculados a la familia de estudio, mientras que los dos restantes no comparten ningun lazo
consanguineo entre si ni con la familia de estudio, este hallazgo sugiere un posible cambio
genético en esta region entre los tres pacientes con vinculo familiar, ya que varias literaturas

mencionan que existen variantes genéticas asociadas a la Hemofilia B en dicha region.

AMS JMD WM6 BMS KO2 DM JIT7T MMSOPB

bp_ng

250

Figura N°10 Electroforesis de la region 9D.

Tabla 10. Resultados de amplificacion de la region 9D.

Muestras | Amplificacion
AM5 No
JMO Si
WM6 Si
BM5 Si
KO2 No
DM9 Si
JI77 Si
ETS8 No
CI5 Si
RM9 Si
EMO Si
AC7 Si
NM3 Si
JV10 No
AM9 Si
JVO No
KI7 Si
JI79 Si
JS4 Si
VCO Si
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La amplificacion de la séptima region, 9E de 334pb revelé que once muestras no
amplificaron para esta region como se detalla en la Tabla 11, nueve de estos pacientes estan
vinculados a la familia de estudio, mientras que los dos restantes no comparten ningun lazo
consanguineo entre si ni con la familia de estudio, este hallazgo sugiere la posibilidad de
cambios genéticos en esta region entre los nueve pacientes con vinculo familiar, ya que varias
literaturas mencionan que existen variantes genéticas asociadas a la Hemofilia B en dicha

region.

Tabla 11. Resultados de amplificacion de la region 9E.

Muestras | Amplificacion
AM5 No
JMO Si
WM6 Si
BM5 Si
KO2 Si
DM9 Si
J77 No
ETS8 No
Cl5 No
RM9 No
EMO Si
AC7 Si
NM3 No
JV10 No
AM9 Si
JVO No
KI17 No
JI79 No
JS4 Si
VCO No
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La amplificacion de la octava region, 9F de 459pb (Figura N°11) revel6 la ausencia de
amplificacion en 3 muestras, como se detalla en la Tabla 12, destacando que estas muestras
estan vinculadas a la familia de estudio, este hallazgo sugiere un posible cambio genético en
esta region, ya que varias fuentes literarias mencionan la alta presencia de mutaciones genéticas
asociadas a la Hemofilia B en dicha region, mientras que las 17 muestras que si amplificaron

fueron sometidas a secuenciacion.

AMS JM0 WM6 BMS JI7T ET8 EMO ACT JV10 MMS0PB CI5 NM3 KO2 DM? RMO AM? JVO0 MMSOPB
bp_ng
bp ng

—| vt

439 ph = &3 200
et 500 60X
- 250 2
- ) 200
>

Figura N°11. Electroforesis de la region 9F.

Tabla 12. Resultados de amplificacion de la region 9F.

Muestras | Amplificacion
AM5 Si
JMO Si
WM6 Si
BM5 Si
KO2 Si
DM9 Si
JI77 Si
ET8 Si
CI5 Si
RM9 Si
EMO Si
AC7 Si
NM3 No
JV10 No
AM9 Si
JVO No
KI7 Si
JI79 Si
JS4 Si
VCO Si
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La amplificacion de la novena region, 9G de 401pb (Figura N°12) revel6 que una muestra

no amplifico para esta region como se detalla en la Tabla 13, este paciente fue diagnosticado

con la coagulopatia y comparte un vinculo con la familia de estudio, este hallazgo sugiere una

posible variacion genética en esta region.

AMS JMO WNR6 BMS KO2 DM9 JI77 ET8 CIS KI7 JI79 JS4 VCO CN MMSOPB

Figura N°12 Electroforesis de la region 9G.

Tabla 13. Resultados de amplificacion de la region 9G.

T
]
8

Muestras | Amplificacion
AM5 Si
JMO Si
WM6 Si
BM5 Si
KO2 Si
DM9 Si
JI77 Si
ET8 Si
Cl5 Si
RM9 Si
EMO Si
AC7 Si
NM3 Si
JV10 No
AM9 Si
JVO Si
K17 Si
JI79 Si
JS4 Si
VCO Si
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La amplificacion de la décima region, 9H1 de 436pb (Figura N°13) revel6 que una muestra
no amplifico para esta region como se detalla en la Tabla 14, destacando que este paciente fue
diagnosticado con la coagulopatia y estan vinculado a la familia de estudio, este hallazgo
sugiere un posible cambio genético en esta regidn, ya que varias literaturas mencionan que

existen mutaciones genéticas asociadas a la Hemofilia B en dicha region.

AMS5 JM0 WM6 BM5 KO2 DM JIT7 ET8 €15 RM9 EMD ACT NM3JV10 AM9 JV0 KI7 JI79 J$4 MMS0PB
. y S R : B L

bp_ng

250

Figura N°13. Electroforesis de la region 9H1.

Tabla 14. Resultados de amplificacion de la region 9H1.

Muestras | Amplificacion
AM5 Si
JMO Si
WM6 Si
BM5 Si
KO2 Si
DM9 Si
J77 Si
ETS8 Si
CI5 Si
RM9 Si
EMO Si
AC7 Si
NM3 Si
JV10 No
AM9 Si
JVO Si
KI7 Si
JI79 Si
JS4 Si
VCO Si

36



La amplificacion de la undécima region, 9H2 de 488pb (Figura N°14) revelo6 que tres
muestras no amplificaron para esta region como se detallaen la Tabla 15, destacando que estas
muestras estan vinculadas a la familia de estudio, este hallazgo sugiere un posible cambio
genético en esta region, ya que varias fuentes literarias mencionan la alta presencia de
mutaciones genéticas asociadas a la Hemofilia B en dicha regién, mientras que las 17 muestras

que si amplificaron fueron sometidas a secuenciacion.

AMS JM0 WMo BMS K02 DM? JITT ET8 CISMMSOPB RM® EMO ACT N3 JV10 AM? J¥0 MMS0PB

-
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— 1
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Figura N°14. Electroforesis de la region 9H2.

Tabla 15. Resultados de amplificacion de la region 9H2.

Muestras | Amplificacion
AM5 Si
JMO Si
WM6 Si
BM5 Si
KO2 Si
DM9 Si
77 No
ETS8 Si
CI5 Si
RM9 Si
EMO Si
AC7 Si
NM3 Si
JV10 No
AM9 Si
JVO Si
K17 Si
JI79 No
JS4 Si
VCO Si
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La amplificacion de la duodécima region, Poly (Figura N°15) revelé que ocho muestras no
amplificaron para esta region como se detalla en la Tabla 16, siete de estos pacientes estan
vinculados a la familia de estudio, mientras que un paciente no comparte ningun vinculo
familiar, este hallazgo sugiere la posibilidad de cambios genéticos en esta regién entre los siete
pacientes con vinculo familiar, ya que varias literaturas mencionan que existen variantes

genéticas asociadas a la Hemofilia B en dicha region.

AMS JM0 WM6 BMSKO2DM? JI77 ET8 CI5 RM9 EMO0 ACTNM3JVI0AMOJVOKIT JI79 JS4 MMSOPB

Figura N°15. Electroforesis de la regién Poly.

Tabla 16. Resultados de amplificacion de la region Poly.

Muestras | Amplificacion
AM5 Si
JMO Si
WM6 Si
BM5 Si
KO2 No
DM9 Si
JI77 Si
ET8 Si
CI5 No
RM9 Si
EMO No
AC7 Si
NM3 No
JV10 No
AM9 No
JVO No
KI7 No
JI79 Si
JS4 Si
VCO No
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En cuanto a las regiones del Promotor A (PA), Promotor B (PB), solo un paciente no
amplifico para estas regiones teniendo en cuenta que no forma parte del vinculo familiar, en
cambio, en las regiones 9A, 9G y 9H1 solo un paciente no presentd amplificacion siendo
parte del vinculo familiar, por otro lado, se observé que en la regién B, dos pacientes del
vinculo familiar no amplifican para esta region, mientras que, en la region C, seis
pacientes del vinculo familiar no amplifican para esta region, de la misma manera se
observé que cinco pacientes no amplificaron para la regién D, siendo tres de ellos parte
de la familia de estudio y los otros dos pacientes no, en la region E, mas de la mitad de
las 20 muestras, especificamente 11 pacientes no amplificaron para esta region, en el
caso de la region F, tres pacientes de la familia de estudio no amplificaron; asimismo, en
la region H2 se observo que tres miembros de la familia tampoco amplificaron para esta
region, y en la region Poly ubicado en el UTR 3" ocho pacientes no amplificaron, siendo
7 pacientes asociados a la familia y uno restante que no comparte vinculo familiar, por
lo que, se puede sugerir la realizacion de primers que puedan flanquear un poco mas
arriba o mas abajo de la region de interés con el fin de confirmar si en realidad existio

una alteracion en las regiones que no amplificaron con nuestras muestras de estudio.

De acuerdo con los resultados mencionados previamente, se evidencié que el 75 % de
los 16 pacientes pertenecientes a la familia de estudio presentan ausencia de
amplificacion en al menos una region, independientemente del sexo del paciente, en
donde los resultados mas relevantes fueron que, en primer lugar se observo a una paciente
integrante de la familia ecuatoriana la ausencia de amplificacion de la regién F, y en
segundo lugar que el paciente de la familia que fue diagnosticado con Hemofilia B tiene
una variacion genética a lo largo del gen F9, tomando en cuenta que las 12 regiones no
estuvieron afectadas lo que representaria un 100% de gen sano, este paciente presenta
afectacion en 9 regiones, lo que representaria un 75% de variacion en el gen F9, ya debido
a la falta de amplificacion para las regiones 9B, 9C, 9D, 9E, 9F, 9G 9H1, 9H2 y Poly.

Ademas, 3 de los 4 pacientes que aseguraron no tener un vinculo sanguineo con la familia
de estudio ni de haber tenido herencia familiar de alguna coagulopatia no amplificaron
para las regiones 9PA, 9PB, 9B, 9D, 9E y Poly, por lo que, se descartaron para la
comparacién entre un paciente sano de un paciente enfermo o portador del gen anémalo
gue puede estar relacionado con la Hemofilia B, por lo que, se logré observar que el
cuarto paciente (control), es decir, paciente sin ninguna asociacion sanguinea y de

coagulopatias aparentemente presenta un gen sano por sus amplificaciones en todas las
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regiones del gen F9 a diferencia del paciente con Hemofilia B ya mencionado.

En base a la revision de la literatura, las regiones 9F, 9H1 y 9H2 son las mas propensas
a presentar mutaciones asociadas al Hemofilia B, por tal razon, se escogieron para la
secuenciacion de tipo Sanger debido a las limitantes econdmicas y se envié las muestras
al servicio de Macrogen para analizar la variabilidad mutacional conocida en estas
regiones, ademas fue una herramienta muy util en este estudio, nos brind6 informacion
sobre la calidad de las secuencias como se detalla en las Tablas 17, 18 y 19,

evidenciandose en la Figura N°16.

Tabla 17. Calidad de las secuencias de las regiones F.

Muestra | Primer | %0HQ

OF F 95.70%
AM5 |9FR 99.70%
9F F 97.10%
JMO |9FR 99.50%
9F F 97.40%
BM5 |9FR 99.70%
9F F 97.30%
KO2 |9FR 99.70%
OF F 93.30%
DM9 |9FR 99.70%
OF F 94.90%

J77  |9FR 100%
9F F 97.90%
ET8 |9FR 100%
9F F 96.30%
CI5 |9FR 100%
9F F 97.10%
EMO |9FR 100%

9F F 95.20%
AC7 |9FR 98.40%
9F F 85.90%

AM9 |9F R 100%
9F F 95.60%
KI7 |9FR 100%

9F F 98.10%
J79  |9FR 99.70%
9F F 94.90%
JS4  |9FR 99.70%
9F F 97.70%
VCO |9FR 99.20%
9F F 98.20%

WM6 |9FR 100%
9F F 94.40%
RM9 [9FR 99%
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Tabla 18. Calidad de las secuencias de las regiones H1.

Muestra | Primer | %HQ

9H1 F |98.90%
AM5 [9H1R 98%
9H1 F |99.20%
JMO |9H1R |98.90%
9H1 F |99.20%
BM5 |9H1R |99.40%
9H1 F |99.70%
KO2 |9H1R |99.70%
9H1F |99.20%
DM9 [9H1R |99.20%
9H1 F 100%
JI7T7  |9H1R ]99.40%
9H1 F 100%
ET8 |[9H1R |99.40%
9H1F 100%
CI5 |9H1R |99.40%
9H1 F |99.20%
EMO |9H1R |98.90%
9H1F |98.60%
AC7 |9H1R [99.40%
9H1F |99.20%
AM9 |[9H1 R [99.70%
9H1 F |89.90%
KI7 |9H1R |98.90%
9H1F |97.20%
JI7T9  |9H1R |98.10%
9H1F |98.90%
JS4  |9H1R [99.40%
9H1F |99.40%
VCO |9H1R |98.60%
9H1 F 100%
NM3 [9H1R |97.50%
9H1F |98.10%
JVO |9H1R [99.40%
9H1F |99.70%
WM6 |[9H1R |99.40%
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Tabla 19. Calidad de las secuencias de las regiones H2.

Muestra | Primer | 20HQ

9H2 F | 98.30%
AM5 |9H2 R |99.30%
9H2 F 99%
JMO |9H2 R | 99.30%
9H2 F | 99.50%
BM5 |9H2R |99.30%
9H2 F | 98.80%
KO2 |[9H2R |98.80%
9H2 F | 99.50%
DM9 |[9H2R 99%
9H2 F | 99.30%
ET8 |9H2R 99%
9H2 F | 98.30%
CI5 |9H2R |98.80%
9H2 F | 99.50%
EMO |9H2R |98.80%
9H2 F | 99.10%
AC7 |9H2R |97.10%
9H2 F | 98.80%
AM9 |9H2R 99%
9H2 F | 99.30%
VCO |9H2R |99.50%
9H2 F | 99.30%
NM3 |9H2 R | 98.80%
9H2 F 99%
JVO |9H2R | 97.60%
9H2 F | 99.30%
RM9 |[9H2R 99%
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Figura N°16. Calidad de las secuencias de ADN
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Finalmente, mediante el software Geneious Prime version 2023 se realizaron los analisis
bioinformaticos de los resultados de la secuenciacion de las regiones F, H1 y H2. En la
region F, se identifico que una paciente asociada a la familia de estudio presenta una
mutacién puntual, evidenciada en la Figura N°17 como g. 25386G>A, clasificada en la
literatura como una variante missense que afecta al aminoacido p.Thr194Ala, sin cambiar la

estructura de la proteina que causa la enfermedad.

25370 253-80 75386 25, 3% 25400
I CTAAGCTCACCCGTGCTGAGRCTGl TTTCCTGATGTGGAC

25370 25,380 25,386 253%0 25,400

EETAA GETEAGEEG T GENG A G AT G INEREET G ATG NG G AE

CTAAGCTCACCCCTGCTGAG.CTG I|ICCTGATGTGGAC

——— —— =

B 1—7

I CTAAGCTCACCCGTGCTGAG.CTG T CCTGATGTGGAC

Figura N°17. Mutacion puntal de la region 9F cambio de G>A resaltado con azul

Por otro lado, la secuenciacién de la regién H1, no revel6 ninguna mutacion (Figura N°18).
Asimismo, al seceunciar la region H2, todas las muestras se alinearon con la secuencia de
referencia (RefSeq: NG_007994.1) y no se observd ninguna mutacion en esta region (Figura
N°19).

.747 35, 760 35, 770 35, 78/ 35, 7“ 35, 803 35, 510 35, “ZL
Consensus GAAATACTGTTTGTGACTTAAAATGAAATTTA AATAGGTGAACATAATATTGAGGAGACAGAACATACAGAI

e | [
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5 0,

T4 35,760 1770 35780 357% 35800 35810 35820
Le NG_007994.1 G—G-GIG—G—GGIG_GIGGIG-G—GH
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Figura N°18. Secuenciacion de la region 9H1 sin mutaciones genéticas
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Figura N°19. Secuenciacion de la region 9H2 sin mutaciones genéticas

3.2 DISCUSION
En este estudio a pesar del reducido nimero de muestras se analizaron un total de 20
muestras, de las cuales 16 pertenecian a una familia ecuatoriana objeto de estudio con un
paciente diagnosticado con Hemofilia B y las otras cuatro muestras que no tienen

asociacion familiar ni herencia de esta enfermedad.

Con respecto a los resultados especificos, se amplificaron 12 regiones del gen F9 y se
observaron variaciones genéticas en cada region, para la region del Promotor A,
Promotor B, 9D 9E y Poly no presentaron amplificacion en tres de los pacientes que no
tenian vinculo familiar, mientras que, para las regiones 9A, 9B, 9C, 9D, 9E, 9F, 9G, 9H1,
9H2 y Poly los 16 pacientes pertenecientes a la familia de estudio presentan ausencia de
amplificacion en al menos una region independientemente del sexo del paciente, en
cuanto a estas observaciones varios cientificos aseguran que al no amplificar estos
fragmentos estarian directamente relacionados con alteraciones en el gen que esta
asociado a la Hemofilia B, sin embargo, no se confirmo estas alteraciones debido a que
el grupo poblacional que se eligié pertenecientes y no pertenecientes a la familia de
estudio no amplifican para las mismas zonas en algunos casos, por lo tanto no se asegura
gue exista mutaciones como tal en las regiones del gen F9, mas bien en el caso de los
pacientes que no comparten un vinculo consanguineo con la familia de estudio se podria
asociar a que su no amplificacion se debio a una presencia de algunas impurezas que
pudieron inhibir las actividades enzimaticas para llevar a cabo la amplificacion como
también lo sugieren Serrato A. y colaboradores (38), por lo que, se sugiere como una

recomendacion asertiva, el redisefio primers o cebadores que puedan flanquear un poco
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mas arriba 0 mas abajo de la region de interés con el fin de confirmar si en realidad
existié una alteracion en las regiones que no amplificaron con nuestras muestras de

estudio.

Se logré evidenciar que el paciente diagnosticado con esta coagulopatia presenta
mutaciones en el gen F9 debido a que diversas regiones de su gen no se amplificaron,
siendo la regiones 9B, 9C, 9D, 9E, 9G 9H1, 9H2, Poly y 9F principalmente afectada,
como se menciona en los estudios realizados por Radic C, Green PM e investigadores, la
region B codifica el propéptido, los sitios de union de la carboxilasa dependiente de
vitamina K, y junto con la region C codifican el dominio Gla; la region D codifica para
el primer dominio del factor de crecimiento epidérmico, el exén E codifica para el
segundo dominio del factor de crecimiento epidérmico; el exén F codifica para el péptido
de activacion, que se libera del factor resultando en la cadena liviana y pesada del FIXa,
las regiones G y H codifican para el dominio catalitico de la proteina del factor X a Xa
(2,10), por ende, en este paciente se confirma la deficiencia del Factor FIX porque las
mutaciones en el gen F9 impiden la no solo la produccion del factor IX si no de mas
proteinas como asegura el autor Acosta M (7) y dicho por Srivastava A. e investigadores
en caso de que no se produzca amplificacion en una region o varios tramos en concreto
durante la PCR, puede sospecharse de una gran delecién de ADN (25). Ademas, se
observo que dentro del vinculo familiar una paciente del sexo femenino no amplificd
para la region F, lo que coincide que dentro del vinculo familiar existe herencia de
Hemofilia B debido a que estudios realizados por ParradoY. y Radic C. mencionan que
las mujeres portadoras a pesar de que pueden ser asintomaticas, dependiendo si la
mutacion o inactivacion al azar del cromosoma X afectan a la produccion del factor IX
pueden presentar raramente evidencia fenotipica de la enfermedad (2,13), a lo que el

autor Miller C. hace referencia a este tipo de pacientes femeninas como hemofilicas (37).

Ademas, en nuestra investigacion identificamos una alteracion g.25386G>A, que afecta
al aminoacido p.Thr194Ala, siendo una mutacion ya reportada por estudios realizados
por Parrado Y. y bases internacionales que mencionan que esta mutacion de tipo
missense benigna debido a que la alteracién no cambia la estructura de la proteina que
causa la enfermedad, pero se asocia a una herencia de posible portadora para su
descendencia (13), puesto que la madre de esta paciente no present6é amplificacion en la

region F, la cual ha sido reportada como una region muy variante en mutaciones.
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En esta investigacion, a pesar del limitado nimero de muestras y las dificultades que se
tuvieron para conseguirlas, se han obtenido resultados relevantes, ya que pueden servir
en futuras investigaciones de la Hemofilia B. Este estudio ha servido para conocer la
herencia genética desde la segunda hasta la tercera generacién presente en la familia
ecuatoriana gracias a la caracterizacion molecular del gen F9, obteniendo datos que
pueden contribuir a la base genética sobre la enfermedad en esta poblacion, mejorar el
diagndstico y permitir un tratamiento mas personalizado y eficaz, lo que a su vez podria

influir en futuras politicas de salud pablica.

Finalmente, este es el proyecto pionero de Biologia Molecular de caracterizacion del gen
F9 asociado a la Hemofilia B de gran relevancia para mejorar la atencion médica y la
calidad de vida de los pacientes con esta coagulopatia en Ecuador, y tiene el potencial de
impulsar avances en la investigacion y terapias relacionadas con esta enfermedad en el
pais y se recomienda la realizacién de un estudio con mas profundidad acerca de esta
coagulopatia y de las mutaciones posibles en las regiones que no pudieron ser

secuenciadas.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

Se logro exitosamente la caracterizacion molecular del gen F9, a pesar de que representd un
desafio considerable, ya que la aplicacion de tecnologias moleculares requirié un meticuloso
seguimiento de los protocolos establecidos, sin embargo, la minuciosidad inherente al
proceso, desempefié un papel crucial en el analisis de las muestras, contribuyendo de manera
significativa a la comprensién de la variabilidad mutacional de la Hemofilia B en la familia

ecuatoriana.

Este analisis molecular permitio evidenciar por medio de la técnica de PCR y electroforesis
que existe variaciones genéticas a lo largo del gen F9 en la familia ecuatoriana, por ende,
esta rara condicion fue compartida de generacion a generacion afectando a un individuo que

fue diagnosticado con Hemofilia B.

Se secuencid las regiones F, H1 y H2 debido a su destacada variabilidad genética, respaldada
por la evidencia bibliogréfica, mediante la secuenciacion de tipo Sanger, que demostrd ser
altamente eficiente en la determinacion de fragmentos de la secuencia de nucle6tidos del

genoma de un individuo, asi como en el analisis de las variaciones puntuales.

Se logro identificar en una paciente femenina una mutacién de tipo missense en la region F
del gen, ya reportada en bases internacionales, mediante el uso del programa bioinformatico
Geneious Prime Trial version 2023, proporcionando un aseguramiento de calidad integral
de las secuencias, fortaleciendo asi la confiabilidad de los resultados obtenidos.

4.2 RECOMENDACIONES

Incluir un mayor nimero de muestras de pacientes diagnosticados con la coagulopatia y

genotipo severo y asi correlacionar genotipica y fenotipicamente esta enfermedad.

Secuenciar las todas las muestras que no fueron analizadas por el método Sanger, para

confirmar las mutaciones genotipicas que pueden presentar las demas regiones.

Integrar varias poblaciones del Ecuador que presenten esta coagulopatia para realizar una
comparacion entre ellas en cuanto a mutaciones en el gen F9 y determinar si en el pais estas

poblaciones presentan mutaciones similares.
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10. Anexos:

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA RECOLECCION, USO Y ALMACENAMIENTO
DE MUESTRAS BIOLOGICAS Y DATOS PERSONALES

Titulo del estudio:

Caracterizacién molecular del gen F9 relacionado con la Hemofilia tipo B en sujetos de una familia
ecuatoriana.

Nombre, direccion y teléfono del Investigador Principal:

Moran Erazo Angie Gabriela, Ambato, 0999593472

A. HOJA DE INFORMACION:

Estimado sefior(a), le estamos solicitando que autorice la recoleccidén y uso de muestras de
sanguineas necesarias durante la realizacion del estudio “Caracterizacion molecular del gen F9
relacionado con la Hemofilia tipo B en sujetos de una familia ecuatoriana”.

Su participacion es completamente voluntaria; puede ACEPTAR O NO ACEPTAR participar en el
estudio, sin que ello le provoque inconveniente alguno en su atenciéon médica.

Lea toda la informacion que se le ofrece en este documento y haga todas las preguntas que
necesite al investigador que se lo estd explicando, antes de tomar una decision. También lo
alentamos a consultarlo con su familia, amigos y médico de cabecera.

1. ¢Porqué se realiza este estudio?

%+ El proposito de esta investigacidn es: determinar la presencia de mutaciones del gen F9
del factor Xl como factores causantes de la Hemofilia tipo B en una persona diagnosticada
y en sus familiares como posibles portadores para obtener un andlisis molecular.

2. ¢éQué pasard si participo de estudio que me indica?

Luego de que firme este Consentimiento Informado, realizaremos las siguientes actividades con
usted:

a. Obtendremos 5ml de sangre en una oportunidad a través de la puncién de una
vena del brazo, tomando todas las medidas de asepsia requeridas para estos casos.

Titulo del Estudio: Caracterizacion molecular del gen F9 relacionado con la Hemofilia tipo B en sujetos de una familia
ecuatoriana

Investigador Principal: Angie Gabriela Moran Erazo
Versiéon N. 2: 1

Paginalde6



COMITE DE ETICA PARA INVESTIGACION EN SERES HUMANOS CEISH-
FCS-UTA

FCS

FACULTAD DE CIENCIAS
DE LA SALUD

3. ¢Quéestudios hardn con mis datos/muestras?

1) Nombres completos paraidentificar la muestra sanguinea
2) Extraccion de ADN a partir de las muestras sanguineas

3) Reaccién en cadenade polimerasa, PCR convencional

4) Electroforesis en gel de agarosa

5) Secuenciacién Sanger

4. ¢Quériesgos podria tener si participo?

Los riesgos asociados con la toma de muestras de sangre de su brazo son el dolor momentaneo
y la posibilidad de un hematoma (moretdn) y, en raros casos infeccidn, en la zona de la
extraccién.

También hay algun riesgo potencial para su privacidad, a pesar de que se tomaran todas las
medidas necesarias para mantener la privacidad de su identidad y la confidencialidad de sus
datos personales.

5. éQué se sabe de este tipo de estudios?

1) Laextraccion de ADN es una técnica en la cual se obtiene ADN a partir de células sanguineas
con el fin de estudiarlo, analizarlo o manipularlo por lo que esta técnica no requiere otro
esfuerzo mayor que solo flebotomia del paciente

2) La PCR convencional o reaccién en cadena de polimerasa es una herramienta tecnolégica
para la amplificacion de fragmentos de ADN que se obtuvo de la técnica de extraccién, sin
llevar a cabo otro procedimiento para la recoleccién de una muestra bioldgica.

3) La electroforesis en gel agarosa es una herramienta mas utilizada para el anélisis y
separacién de moléculas segln la movilidad de estas en un campo eléctrico a partir del ADN
gue se obtuvo de la técnica de la extraccidn, esta prueba tampoco requiere de otro
procedimiento para la recoleccidn de una muestra bioldgica.

6. ¢Cudntotiempo me tomard participar en el estudio?
Estd previsto que su participaciéon dure 30 minutos maximo 1 hora.
7. ¢éTendré beneficios por participar?

Es probable (aunque no seguro) que usted no se beneficie con los resultados de este estudio;
esperamos que si sea Util para que los investigadores sepan mas sobre la Hemofilia B en el
futuro.
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¢Me dardn informacion sobre los resultados del estudio, luego de su finalizacion?
Se le realizard la entrega oficial de los resultados de manera escrita al finalizar la investigacién.
¢Qué gastos tendré si participo del estudio?

Usted no tendra gasto alguno relacionado a los procedimientos y materiales necesarios para
esta investigacion. También se le cubriran los gastos médicos que requiera en caso de sufrir
algun dafio o lesién relacionada con la investigacidon. No se cubrirdn estudios ni medicamentos
gue no estén relacionados con el estudio.

10. ¢Qué pasard si sufro algun evento adverso mientras participo en el estudio?

El investigador Moran Erazo Angie Gabriela serd responsable de los dafios que usted pueda sufrir
en su salud como consecuencia de su participacion en el estudio. Si durante el transcurso del
mismo usted sufre un dano fisico, una lesién o una consecuencia en su salud relacionada con el
estudio, se le proveera toda la asistencia médica inmediata y necesaria para su tratamiento. Los
costos de dicha asistencia estaran a cargo del investigador.

Si esto ocurriera, comuniquese de inmediato con el investigador, quien le dird cdmo debe
proceder.

De todas formas, con la firma de este consentimiento informado usted no renuncia a los
derechos que posee de acuerdo con el Cédigo Civil y las leyes ecuatorianas en materia de
responsabilidad por dafos.

11. ¢Puedo dejar de participar en cualquier momento, aun luego de haber aceptado?

Usted es libre de retirar su consentimiento para participar en esta investigacién en cualquier
momento, sin que esto lo perjudique en su atencidn médica posterior; simplemente deberd
notificar al investigador de su decisién verbal y por escrito.

Luego de que retire su consentimiento, no se podran obtener datos sobre Ud. y su salud, pero
toda la informacion obtenida con anterioridad si sera utilizada.

12. ¢Puedo retirar mi consentimiento para la utilizacion de muestras bioldgicas, aun luego de

haber aceptado?

Si usted ha dado su autorizacién para almacenar sus muestras bioldgicas (tejido/células/sangre)
para estudios a realizarse en el futuro, puede cambiar de opinién en cualquier momento. Debe
notificar al investigador del estudio en forma oral o por escrito sobre su decisién.
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13. ¢{Cémo mantendrdn la confidencialidad de mis datos/muestras?

Los datos, al igual que las muestras estaran debidamente identificadas a través de un cédigo en
donde anonimice sus nombres y permita la identificacidon de las muestras de cada sujeto de
estudio.

14. (Dénde y cudnto tiempo almacenardn mis datos/muestras? { Cdmo las destruirdn luego
de su utilizacion?

Sus muestras/datos se almacenaran en el laboratorio del Campus de Querochaca de la
Universidad Técnica de Ambato. Sus muestras/datos se conservaran durante 6 meses. Después
de este periodo seran destruidos con los métodos que cumplan con los procedimientos
pertinentes vigentes en la institucién.

Se le pedira que indique si desea que las muestras no utilizadas sean destruidas o que se las
vuelva andnimas en el caso que no lo sean (o sea, se les retire toda informacién que pueda
relacionarlas con usted) para su posterior utilizacidn en otra investigacion. Recuerde que, si sus
muestras son anénimas o estan anonimizadas o disociadas, el investigador no podra destruirlas
si usted asi lo requiere, ya que no es posible relacionar la/el muestra/dato con usted.

Toda informacidn que se haya obtenido hasta el momento en que retire su consentimiento sera
usada, pero no se obtendra ningun otro dato.

15. ¢Puedo ser retirado del estudio atin si yo no quisiera?

El investigador, el Comité Etica para la investigacidon en Seres Humanos (CEISH), pueden decidir
retirarlo si consideran que es lo mejor para usted. También pueden decidir retirarlo por las
siguientes causas: Si usted ha sido diagnosticado con Hemofilia A o con otro trastorno de
coagulacién.

16. ¢Me pagardn por participar?

No se le pagard por su participacion en este estudio. Sélo se le cubriran los viaticos por traslados
ay desde el Hospital (si aplica) y desayuno en caso de tener que concurrir a las visitas en ayunas,
los que le serdn reembolsados ante la presentacién del comprobante correspondiente.

17. ¢Coémo mantendrdn la confidencialidad de mis datos personales? ( COmo hardn para que
mi identidad no sea conocida?

Los datos que lo identifiquen serdn tratados en forma confidencial como lo exige la Ley. Salvo
para quienes estén autorizados a acceder a sus datos personales, usted no podra ser
identificado y para ello, se le asignara un cédigo compuesto por las primeras letras del nombre

Titulo del Estudio: Caracterizacion molecular del gen F9 relacionado con la Hemofilia tipo B en sujetos de una familia
ecuatoriana

Investigador Principal: Angie Gabriela Moran Erazo
Versiéon N. 2: 1

Pagina 4 de 6



COMITE DE ETICA PARA INVESTIGACION EN SERES HUMANOS CEISH-
FCS-UTA

FCS
"FACULTAD DE CIENCIAS
DE LA SALUD

y los cuatro ultimos digitos de la célula. En caso de que los resultados de este estudio sean

publicados en revistas cientificas o presentados en congresos u otros eventos académicos-
cientificos, su identidad no sera revelada.

El titular de los datos personales (o sea usted) tiene la facultad de ejercer el derecho de acceso
alos mismos en forma gratuita hasta seis meses de haber concluido este estudio.

18. éLos resultados genéticos que obtengan de mis muestras bioldgicas, pueden ser
usados con un fin distinto al que aqui se explica?

No. Los resultados obtenidos netamente solo son con fines practicos de investigacion.
19. éQuiénes tendrdn acceso a mis datos personales?

Como parte del estudio, el Investigador Principal y todo el equipo de investigacion tendran
acceso a los resultados de sus estudios, como las pruebas de laboratorio y estudios de biologia

molecular. También pueden ser revisados por el Comité Etica de la Facultad de Ciencias de la
Salud de la Universidad Técnica de Ambato.

20. éA quiénes puedo contactar si tengo dudas sobre el estudio y mis derechos como
participante del mismo?

a. Sobre el estudio: contactar al Investigador Principal: Angie Gabriela Moran Erazo en la
Universidad Técnica de Ambato o al teléfono 0999593472,

b. Sobre sus derechos como participante en el estudio de investigacion:

Contactar al Comité Etica para la Investigacién con Seres Humanos de la UTA.
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B. HOJA DE FIRMAS DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO
1. Titulo del estudio:

Caracterizacién molecular del gen F9 relacionado con la Hemofilia tipo B en sujetos de una familia
ecuatoriana.

2. Nombre, direccion y teléfono del Investigador Principal:
Moran Erazo Angie Gabriela, Ambato, 0999593472

UTILICE EL SIGUIENTE CUADRO EN CASO DE PERSONAS ADULTAS LEGALMENTE COMPETENTES
PARA FIRMAR ESTE CONSENTIMIENTO INFORMADO

YO,
< He recibido una explicacion satisfactoria sobre el procedimiento del estudio, su
finalidad, riesgos, beneficios y alternativas.
¢ He quedado satisfecho/a con la informacion recibida, la he comprendido, se me han
respondido todas mis dudas y comprendo que mi participaciéon es voluntaria.
< Doy mi consentimiento para el procedimiento propuesto y conozco mi derecho a
retirarlo cuando lo desee, con la Unica obligacion de informar mi decisiéon al
investigador responsable del estudio.
FECHA ,
NOMBRES COMPLETOS DEL PARTICIPANTE N° DE CEDULA FIRMA
DD/MM/AAAA

DATOS DE LA PERSONA QUE REALIZA EL PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DEL CONSENTIMIENTO
INFORMADO

FECHA NOMBRES COMPLETOS DEL RESPONSABLE Y

. N° DE CEDULA FIRMA
DD/MM/AAAA FUNCION
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