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Resumen

La Hemofilia B es un trastorno de la coagulacién con patron de herencia recesiva ligada al
X, causado por la deficiencia de FIX en plasma debido a variantes patogénicas en el gen
F9. En Colombia, la HB se considera una enfermedad huérfana y de alto costo, con un
reporte para el afio 2017 de 362 varones en total. En este estudio se incluyeron 20
pacientes masculinos no relacionados con edades entre 5 y 68 afos, pertenecientes a los
programas de tratamiento Integral de Hemofilia en diferentes instituciones hospitalarias del
pais. Se realizo aislamiento de ADN en sangre periférica, posteriormente se realiz6 una
reaccion de PCR para los 8 exones, limites exon-intrén, las regiones UTR 5’ y 3’ del gen
F9, verificacibn mediante electroforesis en gel de agarosa, y secuenciacion Sanger. Los
datos obtenidos se compararon con la secuencia de referencia y las variantes encontradas
se cotejaron con bases de datos internacionales y literatura cientifica. Se identificaron las
mutaciones en todos los pacientes analizados, siendo 15 mutaciones en total, ya que una
misma mutacion se detectdé en varios pacientes. De ellas, ocho son variantes tipo
missense, tres tipo nonsense, una mutacion en la regiéon UTR 3’, dos grandes deleciones
>50pb y una sustitucién intrénica que afecta el splicing. Todas estas variantes han sido
reportadas previamente en la literatura, a excepcion de la delecién de los exones 3y 4
presente en un paciente, que no se encuentra reportada en las bases de datos

internacionales.

Siete pacientes presentan una mutacion en IVS5+13 que afecta el splicing, siendo la
frecuencia de mutacion en splicing mas alta reportada en una serie de pacientes con
hemofilia B (35%) y dos pacientes no relacionados presentaron la misma mutacion
missense. La correlacion genotipo-fenotipo observada coincide con la reportada en la
literatura con excepcién de un paciente, con HB leve que posee una variante tipo missense

asociada en la literatura a fenotipo moderado.
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En este primer estudio, se evidencia el amplio espectro mutacional en F9, lo cual se refleja
en el comportamiento clinico de la enfermedad (severidad, presencia de inhibidores) y
resalta la necesidad de realizar el andlisis mutacional en todos los casos, para poder
identificar mujeres portadoras y brindar un adecuado asesoramiento genético. En este
trabajo realizado en el pais, se reportan las primeras mutaciones en poblacion colombiana

con Hemofilia B.

Palabras clave: Hemofilia B, F9, mutaciones, FIX, Colombia.



Abstract

Hemophilia B is a coagulation disorder with an X-linked recessive inheritance pattern,
caused by FIX deficiency in plasma due to pathogenic variants in the F9 gene. In Colombia,
HB is considered an orphan and high cost disease, with a report for 2017 of 362males in
total. This study included 20 unrelated male patients aged between 5 and 68 years,
belonging to the HB program in different hospital institutions in the country. DNA isolation
was performed in peripheral blood, then a PCR reaction was performed for the 8 exons,
exon-intron limits, the 5'and 3' UTR regions, verification by agarose gel electrophoresis,
and Sanger sequencing. The data obtained was compared with the reference sequence
and the variants found were compared with international databases and scientific literature.
Mutations were identified in all patients, being 15 mutations in total, since the same
mutation was detected in several patients. Eight of them are missense types, three
nonsense types, one mutation in the 3'UTR region, two large deletions >50pb and one
intron substitution that affects the splicing. All these variants have been previously reported
in the literature, except for the deletion of exons 3 and 4 present in one patient, which is

not reported in international databases.

Seven patients have a mutation in IVS5+13 that affects splicing, being the frequency of
mutation in splicing higher reported in a series of patients with hemophilia B (35%), and
two unrelated patients have the same missense mutation. The genotype-phenotype
correlation observed coincides with that reported in the literature with the exception of one
patient who has a mild HB, has a missense type variant associated in the literature with a

moderate phenotype.

In this first study, the broad mutational spectrum in F9 is evidenced, which is reflected in
the disease’s clinical behavior (severity, presence of inhibitors) and highlights the need to
perform the mutational analysis in all cases, in order to be able to identify carrier women

and provide adequate genetic counseling.



Xl Caracterizacion molecular del gen F9 y correlacion
genotipo-fenotipo en una muestra de pacientes con Hemofilia B en Colombia

In this work done in the country, the first mutations in Colombian population with Hemophilia

B are reported.

Keywords: Hemophilia B, F9, mutations, FIX, Colombia.



Contenido

Pag.

ST 0 3 T=T o PP IX
Y 61 1 =T od AP P PP PP PP PP PPPPPPPPPPPPPN XI
I = W0 = 1o 1 = LS XV
LISta dE TADIAS  ...eeeeeieeeeeieeeee et XVII
Lista de SIMboI0S y ADreVIAtUraS  ......cceeiiiiiieieei e XVIII
)i oTo [UToXo] (o] o H TP PP P OUPPPPPPPPP 21
Planteamiento del problema ... 25
I @ o] 1] 11 o J =T o 1T - 29
1.1  ODbjetivos ESPECITICOS ....cceeeiieiieeeee e 29
2. HemMOTIA B ..o 31
P2 R o 151 (o] - PP 31

P 2 =1 o[ =T 4o To] (oo | T NP 32
2.3 Sistema de la coaguIaCION..........c..uiiiiiiiiiiiii e 33
2.3.1 Fase de Iniciacion (Exposicion del Factor Tisular) ...............eeeevieeieieeeneeeennnnnn. 34
2.3.2 Fase de AMPHfICACION.........uuuiiii s 34
2.3.3 Fase de Propagacion (Explosion de Trombina) ..............c.c.eevvveviivieeeninenennnnnnn. 35

2.4 Manifestaciones ClHNICAS. ........ooiiuuiiiiiiiie e 35
P T - 1= 10 1] o | (o PP PPPPP 36
2.6 Inhibidores del FaCIOr IX.........oouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee ettt 37
2.7  Gen del FaCtor X, FO .ot 38

2.8  Proteina del Factor IX ... 40



XV Caracterizacion molecular del gen F9 y correlacion
genotipo-fenotipo en una muestra de pacientes con Hemofilia B en Colombia

2.9 Alteraciones Moleculares del Gen FO...........ooooiiiiii 42
2.10 Diagndéstico Molecular de Variantesen el Gen F9............ccccevvvviiiiiiiiiiiieeeee, 45

K TR | =1 (o (o] o = U 47
G 700 R T To I o [N == (¥ Lo o 47
3.2 PACIENTES ..o 47

G TR T |V (VT 1 = PP 48
3.4 EXracCiOn d€ ADN.......ooiiiiiiiiiiiii et a e 49
3.5 Amplificacion, Verificacion y Purificacion del Gen F9 ..o, 49
3.6 SeCcUENCIACION DIFECLA .....coeiiiiiiiiiiiieee et e e 51
3.7  Andlisis de Patogenicidad de las variantes ..........cccccceeeeeiiiii 51
O Yo T=Yox (o Lol = 113 1 TR 53
5. RESURAUOS ... 55
5.1 SecuenciaCion del GeN FI..........uuiiiiiiiiiiii e 55
5.2 Variantes tipo MISSENSE ...cocuuuuii et e e e e e e es 57
5.3 Variantes tipo NONSENSE.......uuuiii i e e e e e es 61
5.4  Variantes que afectan el SpPliCINg.........coouuuiiiiiiiiiii e 63
5.5  Grandes deleCiONesS........ccooiiiiiiiiiiiiii 65
5.6  Mutacion enlaregion UTR 3. ... 67
5.7  Correlacion Genotipo-FENOLIPO .......cceevviiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeee e 68
6. DISCUSION ..ttt ettt e e oottt e e e e e e e bbb e e e e e e e e e e areeeeas 71
7. Conclusiones y RECOMENTACIONES  ...cooeiiiiiiiiiiiiee e e e 81
7.1 RECOMENUACIONES .....coiiiiiiiiieee e 81
7.1.1 FINANCIACION ....eiiiiieeiie ettt e e e e e e e e e e e 82
7.1.2 ProductoS ACAAEIMICOS.......uuiiieeiiiiiiiiiiieee e e e ettt e e e e et e e e e e e e e ee s 82

A. Anexo: Electroferogramas pPacientes  ........coooooiiiiiiiiiiii e 83

2] o] [ToTo | = 1 = USSP 89



Contenido XV
Lista de figuras

Pag.
Figura 2 -1: Fases de la coagulacion, segun la nueva cascada de la coagulacion.....35
Figura 2 -2: Caracteristicas del Gen F9, mRNA y proteina. ........ccoeeeeeeeeeieieeeeeeeeeennn 40
Figura 2 -3: Arquitectura del Factor IX. ... 41
Figura 2 -4: Tipos de Variantes en el gen FO. ... 43
Figura 2 -5: Distribucion de las Variantes en el gen FO............uvvvvivivviiiiieeiiiiiiiiiinnnnnns 44

Figura 5 -1:
colombianos.
Figura 5 -2:
Figura 5 -3:
Figura 5 -4:
Figura 5 -5:
Figura 5 -6:
Figura 5 -7:
Figura 5 -8:
Figura 5 -9:
Figura 5 -10:
Figura 5 -11:
Figura 5 -12:
Figura 6 -1:
Figura 6 -2:
Figura A -1:
Figura A -2:
Figura A -3:
Figura A -4:
Figura A -5:

Distribucion de las Variantes en F9 causales de HB en pacientes

............................................................................................................... 58
Electroferogramas del paciente HB_07..........cccoovviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeei e 59
Electroferogramas del paciente HB_14..........cccoooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 60
Electroferogramas del paciente HB_16..........ccccooveiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeiiien 60
Electroferogramas del paciente HB_03..........cccoooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 61
Electroferogramas del paciente HB_O4...........ccoooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeen 62
Electroferogramas del paciente HB_13..........cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 63
Electroferogramas del paciente HB_O1..........ccccoooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeiiinen 64
Deteccion de la gran delecion en el paciente HB_08...............cccvvvveeeeeeee. 65
Deteccion de la gran delecion en el paciente HB_09. ...........covvvvvveeeeeeee. 66
Electroferogramasdel paciente HB_02...........cccooveeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeene 67
Distribucion Genotipo-FENOLIPO. ..........uuuuieiiiiiiiiiiieiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 68
Alineamiento de la proteina FIX humano y otras especies...................... 75
Acercamiento de la mutacion E323K ............ciiiiiiiiiiiiiieeeeeieee 76
Electroferogramas del paciente HB_05..........cccooviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeen 83
Electroferogramas del paciente HB_06.............coeeeviiiiiiiiiiiiieeeeeeeiiinnn 84
Electroferogramas del paciente HB_10..........ccccooveiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeiienn 84
Electroferogramas del paciente HB_11.........ccccoooviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeiiinnn 85

Electroferogramas del paciente HB_12..........ccccooviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeinn 85



XVI Caracterizacion molecular del gen F9 y correlacion
genotipo-fenotipo en una muestra de pacientes con Hemofilia B en Colombia

Figura A -6: Electroferogramas del paciente HB_15............ccoiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 86
Figura A -7: Electroferogramas del paciente HB_17 ...........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 86
Figura A -8: Electroferogramas del paciente HB_18 ............cccoiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeies 87
Figura A -9: Electroferogramas del paciente HB_19............ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 87

Figura A-10: Electroferogramas del paciente HB_20 ...........coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiici e 88



Lista de tablas

Pag.
Tabla 3-1:  Caracterizacion de 10S PACIENIES. ..........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 48
Tabla 3-2:  Primers para amplificacion del gen FO...........cccooii 50
Tabla 5-1: Variantes identificadas en los pacientes con HB en Colombia. .................. 56

Tabla 6-1: Variantes comunes en F9 reportadas en poblacion colombiana, brasilera y

Argentina CON HB... ..o o e e s 78



Lista de Simbolos y Abreviaturas

Simbolos con letras latinas

Simbolo Término

A Alanina

C Cisteina

cM CentiMorgans
E Acido Glutamico
K Lisina

Ml Mililitro

mM Milimolar

N Asparagina

Q Glutamina

R Arginina

T Treonina

\Y/ Valina

Y Tirosina

Simbolos con letras griegas

Simbolo Término
Hg Microgramo
pl Microlitro
UM Micromolar
Super indice s
Simbolo Término
° Grado de temperatura Celsius
Abreviaturas
Simbolo Término
Aa Aminoacido
ADN Acido desoxirribonucleico
Ala Alanina
Arg Arginina
ARN Acido ribonucleico
ARNmM ARN mensajero



Contenido

XIX

Asn
CCPA
CDC
CHBMP

Cys
CSGE
Desc
DHPLC
dNTPs
EAHAD
EDTA
EAHAD-CFDB
F9
FViir
FT/FVlla
FIX
FIX:C
GIn
Glu
HB
IL-10
Indel
IVS
Lys
MgCl2
NGS
N/A
Pb
PCR
Thr
71).
Tyr
UB
UTR
Val
WFH
Xa

Asparagina

Complejo concentrado de protrombina activado

Centers for Disease Control and Prevention

List of mutations of the factor IX gene (F9) reported to cause Hemophilia B of
CDC

Cisteina

Electroforesis en Gel Sensible a la Conformacion
Desconocido (a)

Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia en Condiciones Desnaturalizantes
Deoxinucledétidos

European Association for Haemophilia and Allied Disorders
Acido etilendiaminotetraacético

Base de datos de factores de la coagulacién de EAHAD
Gen que codifica para la proteina FIX

Factor VIl recombinante

Complejo activado de Factor Tisular/Factor VIl de la coagulacion
Factor IX de la coagulacion

Actividad de FIX

Glutamina

Acido Glutamico

Hemofilia B

Interleucina 10

Polimorfismo de insercién/delecion

Intron

Lisina

Cloruro de Magnesio

Secuenciacién de siguiente generacion

No aplica

Par de bases de ADN

PolymeraseChainReaction

Treonina

Factor de Necrosis Tumoral alfa

Tirosina

Unidades Bethesda

UntraslatedRegion

Valina

Federacién mundial de Hemofilia

Factor X activado de la coagulacién






Introduccion

La Hemofilia B (HB) es un trastorno genético de la coagulacion, con un patron de herencia
recesiva ligada al X. Esta enfermedad es causada por la deficiencia o ausencia de la
proteina Factor IX en plasma, debido a alteraciones en la secuencia de ADN del gen F9
(Abshire, 2005). La gran mayoria de las personas afectadas son hombres, las mujeres
pueden ser portadoras, trasmitir la condicion a sus hijos y muy ocasionalmente estar

afectadas con HB.

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad estan relacionadas con el nivel de actividad
del Factor IX en el plasma, de tal manera que fenotipicamente, la HB se clasifica en: leve
con niveles de actividad FIX del 5 al 40% del nivel normal, moderada con niveles entre 1y

5% y severa con niveles inferiores al 1% (Srivastava et al., 2013).

La HB es el tercer trastorno de la coagulaciéon mas frecuente, tanto en el mundo como en
Colombia, después de la Hemofilia A que se encuentra en primer lugar, y seguida por la
enfermedad de Von Willebrand. De acuerdo con los reportes de la Federacion Mundial de
Hemofilia y la Cuenta de Alto Costo en Colombia, esta patologia se presenta en uno de
cada 50.000 varones. En el afio 2017, en Colombia se registraron 362 varones con HB, de
los cuales el 38,1% esta registrado con un fenotipo severo, el 36,4% con fenotipo
moderado y el 23,4% con fenotipo leve (Fondo colombiano de enfermedades de alto costo,
2018)(World Federation of Hemophilia (WFH), 2017).

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad incluyen sangrados frecuentes, que pueden
ser espontaneos o secundarios a traumas o procesos quirdrgicos. La manifestacion clinica
méas frecuente es el sangrado en las articulaciones, seguido por las hemorragias
musculares, sin embargo, se pueden presentar hemorragias en cualquier 6rgano o tejido
del cuerpo. La complicacion mas frecuente es la artropatia, aunque se puede observar otra

complicacion relacionada a la terapia la cual consiste en el desarrollo de anticuerpos
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neutralizantes a la terapia de remplazo, principalmente en los pacientes con Hemofilia B

severa, con una frecuencia entre 1 al 3% de los pacientes (Kasper, 2004).

El desarrollo de inhibidores se debe a factores genéticos o ambientales. Entre los factores
genéticos, el mas relevante es el genotipo, observandose el desarrollo de inhibidores
principalmente en pacientes con variantes tipo nonsense o grandes deleciones, variantes
qgue conllevan a la ausencia de la proteina (Kasper, 2004)(Guo et al., 2014)(Radic et al.,
2013)(Miller et al., 2012). La presencia de estos anticuerpos neutralizantes en el paciente,
dificultan el tratamiento terapéutico aumentando la morbilidad y los costos del tratamiento,
puesto que se hace necesario un esquema terapéutico diferente, que involucra el uso de
agentes bypass como el CCPA (Complejo Concentrado Protrombina Activado) y el FVIIr
sumado a la induccion de inmunotolerancia (Villar Alonso, Altisent, Ja, Aznar, & Batlle,
2010). Por esta razon es importante determinar el tipo de variante patogénica en los
pacientes con Hemofilia B, y asi establecer si se aumenta el riesgo de desarrollar

anticuerpos inhibidores al tratamiento.

En la HB se presenta una heterogeneidad alélica elevada, pudiendo encontrar casi
cualquier tipo de variante. Las variantes puntuales son las que se observan con mayor
frecuencia (73% de los casos), seguidas por las deleciones (16.3%) y, en menor
proporcion, se observan: inserciones, duplicaciones, pequefias Inserciones o deleciones
(indels) y grandes re-arreglos. El 65% de los pacientes con HB presentan variantes tipo
missense, aproximadamente el 83% de las variantes patogénicas se encuentran ubicadas
en regiones exonicas y un 12% en regiones intrénicas (Rallapalli, Kemball-Cook,
Tuddenham, Gomez, & Perkins, 2013). Esto evidencia que la secuenciacion directa del
gen F9 es la prueba de eleccion mas apropiada para establecer el tipo de variante

patogénica causal de la Hemofilia B.

En este estudio se realizé la caracterizacion molecular del gen F9 para identificar las
variantes patogeénicas en una muestra de pacientes con hemofilia B en Colombia, mediante
la amplificacion por PCR de los ocho exones del gen, el promotor, las uniones intron-exén
y la region UTR3’seguida de secuenciacion Sanger. El analisis de las secuencias obtenidas
se comparo con la secuencia de referencia del gen mediante el software SeqScape. Este

andlisis molecular permitié realizar la correlacién genotipo-fenotipo, la asesoria genética
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adecuada para los pacientes y sus familias, y permitird una futura deteccién de mujeres
portadoras, y el establecimiento del posible aumento del riesgo del paciente a desarrollar

inhibidores a la terapia de remplazo del Factor IX.

Esta es la primera caracterizacion molecular de pacientes con HB en Colombia, que servira
de inicio para establecer una base de datos de variantes en esta poblacion y proporcionara
conocimientos fundamentales para futuros estudios. Todos estos resultados serviran como
herramienta que faciliten el diagndstico y el pronéstico oportuno de los pacientes con HB

y sus familias.






Planteamiento del problema

La HB tiene una prevalencia mundial de 1 caso por cada 50.000 varones, es el tercer
desorden hemorragico mas frecuente en el mundo, después de la Hemofilia A y la
enfermedad de Von Willebrand, con un total de 29.712 individuos reportados en el afio
2016 (World Federation of Hemophilia (WFH), 2017). Esta enfermedad es causada por
variantes patogénicas que afectan la secuencia de ADN del gen F9, el cual codifica para
el Factor IX de la coagulacién, y tiene una herencia recesiva ligada al X, por lo cual se
observan principalmente varones afectados por su condicién de hemicigotos, mientras las
mujeres heterocigotas se comportan como portadoras transmitiendo la enfermedad a sus

hijos y unas muy pocas afectadas.(Abshire, 2005).

La HB se clasifica clinicamente en leve, moderada y severa de acuerdo con el grado de
actividad del Factor IX en el plasma (Garcia-Chavez & Majluf-Cruz, 2013).
Aproximadamente el 42% de los pacientes diagnosticados con HB presentan un fenotipo
severo (FIX:C<1%), el 30% HB moderado (FIX:C 1-5%) y el 28% (FIX:C 5-40%) HB leve
(World Federation of Hemophilia (WFH), 2017).

Se pueden encontrar todos los tipos de variantes patogénicas en HB, siendo las variantes
tipo missense las mas comunmente observadas, seguidas por la variantes tipo nonsense,
posteriormente por las pequefias deleciones/inserciones, y por Gltimo estan las grandes
deleciones (Radic, 2010)(Oldenburg et al., 2004). Determinar la variante patogénica
especifica en cada individuo con HB y su correlacion con el grado de severidad de la
enfermedad, es una herramienta clave para realizar una asesoria genética idonea, llevar
a cabo el diagnostico de mujeres portadoras en una familia, efectuar un diagnéstico
prenatal, y establecer si podria aumentar riesgo de un paciente a desarrollar inhibidores y

anafilaxis al tratamiento.

La hemofilia en Colombia es catalogada como una enfermedad huérfana de alto costo,

siendo una de las mas frecuentes y de gran impacto socioeconémico, debido al alto costo
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de los concentrados de Factor VIl y X, el manejo interdisciplinario, las complicaciones por
el desarrollo de inhibidores, los ingresos hospitalarios y el ausentismo escolar o laboral

(Cuenta de Alto Costo, Fondo Colombiano de enfermedades de Alto Costo, 2015).

Con el desarrollo de las tecnologias moleculares, es posible identificar las variantes
patogénicas causales de hemofilia B mediante amplificacion de las regiones de interés del
gen F9 (promotor, exones, regiones de union exén-intrén y regiones UTR) por PCR y
posterior identificacion de la variante mediante secuenciacion directa y comparacion con
la secuencia de referencia. Inicialmente, la identificacion se realizaba a través de técnicas
de tamizacion molecular como la Electroforesis en Gel Sensible a la Conformacion (CSGE)
y la Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia en Condiciones Denaturantes (DHPLC),
basadas en la deteccion de moléculas heteroduplex formadas por la hibridacion de una
molécula de ADN control y el ADN del paciente a estudio, las cuales presentan una corrida
electroforética aberrante o tiempos de retencion diferentes observados en cromatografia
liquida (Belvini et al., 2005). Estas técnicas de tamizacion tienen el inconveniente de que
al identificar el posible fragmento que contiene la variante patogénica es necesario realizar
la secuenciacion directa del mismo para confirmar la presencia de la alteracion. El pequefio
tamafo del gen F9, permite que la secuenciacion directa de sus regiones de interés sea la
manera mas sencilla, asequible y rapida de identificacion de las variantes patogénicas

(Vidal Francisco, Farssac Elisenda, Altisent Carme, 2000).

Actualmente, en Colombia no existe un centro de referencia para este tipo de diagndstico.
Algunos paises como Espafia, Estados Unidos, Argentina e Italia, cuentan con estudios de
identificacion de las variantes patogénicas del gen F9 en los pacientes con HB y centros
de referencia para el diagnostico, lo que les permite disponer de una base de datos de
variantes encontradas en su poblacion y correlacionarlas con las diferentes variables
clinicas (Belvini et al., 2005)(Li et al., 2014)(Radic et al., 2013)(Arias-Moreno, Catalina,
Rubio, Aguilar, & Lucia, 2013). Por otro lado, en Colombia no se cuenta con ningun estudio
0 investigacion previa, documentado en la literatura, de manera que no se tiene
conocimiento de la frecuencia ni de los tipos de variantes de la poblacion. Por estas
razones, era necesario adelantar este primer estudio para la poblacion colombiana, en un
grupo de pacientes con hemofilia B,, que permitiera conocer y correlacionar las variantes

patogénicas con la severidad de la enfermedad, el riesgo a desarrollar inhibidores, plantear
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la utilidad para la identificacion de portadoras y el adecuado asesoramiento genético.
Adicionalmente, es importante iniciar una base de datos con las variantes patogénicas
encontradas en los pacientes colombianos, que permita el analisis molecular del gen F9
en la poblacién del pais y que sirva como punto de partida para futuras investigaciones

tanto en Colombia como en Latinoamérica.






1. Objetivo General

Determinar las variantes patogénicas en el gen F9 y su correlacion con algunas variables

clinicas en una muestra de pacientes con Hemofilia B en Colombia.

1.1 Objetivos Especificos

f Identificar las variantes patogénicas mediante secuenciacion directa de la region

codificante, unién intron-exén, promotor y region UTR3’ del gen F9.

f Correlacionar el genotipo con las variables clinicas: severidad y presencia de

inhibidores.






2. Hemofilia B

2.1 Historia

Las primeras resefias histéricas sobre la hemofilia se encuentran en manuscritos judios
del siglo Il D.C., en el que los rabinos describen eventos hemorragicos fatales en nifios
después de la circuncision, por lo cual se establecié una ley patriarca en la que se eximia
al tercer hijo de ser circuncidado en los casos en los que sus dos hermanos anteriores

hubieran muerto después de la circuncision (Ingram, 1976).

A principios del siglo XIX el médico John Conrad Otto describi6é varias familias con
trastornos hemorragicos hereditarios, en las que los hombres se veian afectados por
hemorragias, mientras que las mujeres no presentaban ninguna sintomatologia. El médico
aleméan Johann Lukas Schdnlein y su estudiante Friedrich Hopff documentaron por primera
vez la palabra “Hemofilia” en 1828 en el tratado de Hopff (Schramm, 2014). Los primeros
arboles genealdgicos de familias con Hemofilia B fueron descritos en 1813 por el
norteamericano John Hay, seguido de Osler en 1885, Pratt en 1908, y Koller y
colaboradores en 1954, estos ultimos realizaron maltiples analisis en habitantes del pueblo

suizo de Tenna (Schramm, 2014).

La hemofilia fue denominada como la “Enfermedad de los Reyes” o “Enfermedad de la
Familia Real” debido a que varios miembros de las familias reales europeas la padecian.
La reina Victoria de Inglaterra era portadora y la transmitié a su hijo Leopold, quien fallecié
de una hemorragia cerebral. Este igualmente la transmiti6 a sus hijas, quienes
posteriormente la extendieron a las casas reales de Alemania, Espafia y Rusia, siendo tal
vez el caso mas famoso el de Tsarevich Alexei, hijo del Zar de Rusia (Rushton, 2012).
Actualmente, gracias al desarrollo de técnicas genéticas se establecié que la hemofilia

padecida por la familia real era Hemofilia B (Schramm, 2014).
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Con el descubrimiento de diversas proteinas y su funcionamiento y de varias técnicas de
laboratorio, fue posible la identificacion de factores de la coagulacion. Entre 1936 y 1946,
Patek y Taylor, tras muchos experimentos, lograron identificar la proteina llamada
“globulina anti hemofilica,” al corregir un defecto de la coagulacién en un paciente, con
plasma de un individuo normal (Schramm, 2014). En 1944 el doctor Alfredo Pavlovsky fue
capaz de diferenciar dos grupos de hemofilia al corregir el defecto hemorragico mezclando
el plasma de dos pacientes hemofilicos (Rushton, 2012). Pero fue hasta 1952 que Aggeler,
Biggs, Schulman y Smith descubrieron el factor al que llamaron “Christmas” en honor al
paciente en el que lo encontraron disminuido, y pudieron establecer asi, un cuadro clinico
similar a la Hemofilia A, pero causado por el déficit de factor IX. Para 1961 una comision
internacional asigno a los factores de coagulacion nimeros romanos para estandarizar su

nomenclatura (Ingram, 1976).

En la década de los 70s, se inici6 el desarrollo de los concentrados plasméticos, seguido
por el desarrollo de los crioprecipitados, lo que disminuy6 sustancialmente las tasas de
mortalidad de los individuos con hemofilia y asi mismo mejor6 su calidad de vida
(Schramm, 2014).

Con el desarrollo de la tecnologia molecular fue posible el aislamiento de genes, gracias a
esto, entre 1982 y 1983, el gen que codifica para el Factor IX de la coagulacion, llamado
F9, fue clonado por Yoshitake, Davie y Kurachi (Goodeve, 2015)(Yoshitake, Schach,
Foster, Davie, & Kurachi, 1985)

2.2 Epidemiolog ia

El reporte del afio 2016 de la Federacion Mundial de Hemofilia, en el cual participaron 113
paises, reveld que existen 184.723 personas con hemofilia, de las cuales 29.712 padecen
Hemofilia B (World Federation of Hemophilia (WFH), 2017).

Por otro lado, en Colombia se present6 un reporte en el afio 2018, en el que se evidencia
que existen 2.170 individuos con hemofilia de los cuales 362 hombres y 14 mujeres

padecen Hemofilia B, siendo este el tercer trastorno hemorragico mas comun después de
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la Hemofilia A y la enfermedad de Von Willebrand, mostrando una prevalencia de Hemofilia
B de 1,24 por cada 100.000 hombres. Del total de personas con Hemofilia B en Colombia
el 25,8% presenta Hemofilia B leve, 35,1% Hemofilia B moderada y 36,7% Hemofilia B
severa. En el reporte también se menciona que existen 33 pacientes con desarrollo de
inhibidores, de los cuales 6 exhiben titulos de alta respuestay 27 de baja respuesta (Fondo

colombiano de enfermedades de alto costo, 2018).

En Colombia los pacientes con HB presentan rangos de edades <1 afio hasta los 90 afios,
con un promedio de edad de 27,9 afios y el rango de edad con mayor niumero de individuos

es entre los 10 a 14 afos (Fondo colombiano de enfermedades de alto costo, 2018).

El esquema de tratamiento de los pacientes con Hemofilia B en Colombia es
principalmente profilaxis en un 54% de los pacientes, la gran mayoria con enfermedad
severa. La hemofilia representa un alto impacto econémico al sistema de salud, presenta
una muy baja prevalencia en la poblacion, puede comprometer la vida del paciente, manejo
y tratamiento muy especificos por lo cual en Colombia esta clasificada como una
enfermedad huérfana y de alto costo, como se estipula en la Ley 1392 de 2010/Ley 1438
de 2011 (Cuenta de alto costo Fondo nacional de enfermedades de alto costo

www.cuentadealtocosto.org, 2016).

2.3 Sistema de la coagulacion

La hemostasia es el conjunto de fendmenos que detienen el sangrado, y a su vez ayudan
a proteger la integridad del sistema vascular después de una lesién tisular, mediante la

formacion de un coagulo (Furie & Furie, 2008).

En la década de los 60s, se propuso un modelo de coagulacion compuesto por una serie
de etapas secuenciales de una cascada enzimédtica, en la que la activacion de un factor
conlleva a la activacion del factor siguiente, para finalmente obtener trombina activa que
convierte una proteina soluble del plasma, llamada fibrinégeno, en fibrina, la cual es
insoluble en plasma y es el componente estructural del coagulo (Aird, 2003). Este modelo
esta compuesto por dos vias de activacion: intrinseca y extrinseca, que convergen en una

via comun, activando el Factor X. Sin embargo, se comprob6 que las vias no actdan de


http://www.cuentadealtocosto.org,
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forma independiente, ya que la deficiencia de algunos factores como el Xll y el XI puede
cursar sin hemorragias o con hemorragias muy leves, mientras que las deficiencias de los
factores VIl y IX presentan eventos hemorragicos mas severos y frecuentes. Igualmente,
se identifico que el complejo formado por el Factor Tisular y Factor VII, no solo activa al
Factor X sino también al Factor IX, dando asi, una mayor relevancia a la via extrinseca

(Paramo JA; Panizo E; Pegenaute C; Lecumberri R., 2009).

Actualmente, se propone un sistema de coagulacion que da importancia al componente
celular, con las plaguetas como fundamentales en el modelo, sin las cuales no es posible
la formacion del codgulo. Algunos estudios demostraron que el Factor Tisular también es
expresado en otras células como los fibroblastos, este modelo enfatiza la importancia de
receptores celulares especificos para las proteinas de la coagulacion, por lo cual se plantea
que la coagulaciéon se divide en tres fases interrelacionadas: iniciacion, amplificacion y
propagacion (M. Hoffman & Monroe, 2001), su representacion esquematica se puede

observar en la figura 2-1.

2.3.1 Fase de Iniciacién (Exposicion del Factor Tisular)

En esta fase, luego de una lesion vascular, se expone el Factor Tisular a la sangre y éste
entra en contacto con el Factor VIl circulante formando el complejo FT/FVlla, el cual
activara los factores IX y X. El Factor Xa se combina en la superficie celular con el Factor
Va para producir pequefias cantidades de trombina, que jugara un papel importante en la
activacion de las plaquetas y del Factor VIII durante la siguiente fase (Vine, 2009).(M.
Hoffman & Monroe, 2001).

2.3.2 Fase de Amplificacion

Las pequeiias cantidades de trombina generadas amplifican la sefial procoagulante inicial,
activando los factores V, VIl y XlI, que se ensamblan en la superficie plaquetaria para
promover posteriores reacciones en la siguiente fase (Vine, 2009)(M. Hoffman & Monroe,
2001)
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2.3.3 Fase de Propaga cion (Explosion de T rombina)

Esta fase se caracteriza porque el complejo tenaza (Vllla, IXa, Ca++ y fosfolipidos) cataliza
la conversion de Factor Xa, mientras que el complejo protrombinasa (Xa, Va, Ca++ y
fosfolipidos) cataliza, al nivel de la superficie plaquetaria, la conversion de protrombina en
grandes cantidades de trombina (explosion de trombina), necesarias para la formacion de
un coagulo estable de fibrina. La protrombinasa es 300,000 veces mas activa que el Factor
Xa en catalizar la activacion de protrombina. Por su parte, la trombina generada activa al
Factor XllI, o factor estabilizador de la fibrina, y a un inhibidor fibrinolitico (TAFI) necesarios
para la formacion de un coagulo de fibrina resistente a la lisis (Paramo JA; Panizo E;

Pegenaute C; Lecumberri R., 2009)(Maureane Hoffman & Monroe, 2001)

Figura 2-1: Fases de la coagulacion, segun la nueva cascada de la coagulacion.

DB D RO
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Trombina
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1. Fase Inicial: formacidon del complejo FT/FVlla para activar factor X y factor IX,
guienes a su vez produciran pequefias cantidades de trombina necesarias para la
activacion de la plaqueta. 2. Fase Amplificacion: La trombina activa al factor V, VIl y
Xl para amplificar la respuesta procoagulante. 3. Fase Propagaciéon: Produccion de
grandes cantidades de trombina por los complejos tenaza (Vllla, IXa, Ca++ vy
fosfolipidos) y protrombinasa (Xa, Va, Ca++ y fosfolipidos) para formar un coagulo
estable de fibrina. (Pérez-Gomez & Bover, 2007).

2.4 Manifestaciones Clinicas

La manifestacion clinica principal en los pacientes con Hemofilia B es el sangrado

frecuente y recurrente debido a la ausencia o deficiencia del Factor IX en el plasma. Estos
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sangrados pueden ser espontaneos o secundarios a un procedimiento quirdrgico o
traumatismo menor, y pueden presentarse a nivel muscular, articular o en diferentes

organos (Srivastava et al., 2013).

Las manifestaciones clinicas dependen del grado de actividad residual del Factor IX en el
plasma del individuo, clasificando la HB en leve, moderada o severa.(Srivastava et al.,
2013)(Goodeve, 2015).

Entre las complicaciones que se dan con mayor frecuencia se encuentra la artropatia
hemofilica en las articulaciones de carga, que se presenta como consecuencia de
hemartrosis repetitiva en una articulacion blanco, lo que puede llevar al paciente a una
incapacidad, deteriorando su calidad de vida (Garcia-Chavez & Majluf-Cruz, 2013). Otra
complicacion, poco frecuente, es el desarrollo de anticuerpos inhibidores al tratamiento, lo
cual dificulta y aumenta el costo del manejo de la enfermedad. Adicionalmente, los
pacientes con Hemofilia B pueden presentar reacciones alérgicas severas, Ccrisis

anafilacticas, y sindrome nefrético (Oldenburg et al., 2004).

2.5 Tratamiento

El tratamiento para Hemofilia B es la terapia de reemplazo del Factor IX en dos esquemas,
que son: a demanda, cada vez que el paciente presenta un episodio hemorragico, o
profilactico, en el que se busca evitar la aparicién de sangrados mediante la administracion
regular del concentrado. La terapia de reemplazo se realiza con concentrados del Factor
IX, de origen recombinante o derivados de plasma humano, tratados con métodos de
inactivacion viral para impedir la posible trasmision de virus como VIH y el virus de la
hepatitis C (Franchini, Frattini, Crestani, Sissa, & Bonfanti, 2013), pero también de otros

agente infecciosos.

El Factor IX también puede ser suministrado mediante la aplicacion de Concentrado de
Complejo de Protrombina (CCP), en el cual se encuentran presentes los Factores Il, VII,
IX 'y X. Este concentrado sélo se usa en condiciones especiales, siendo preferible el uso

de concentrados de Factor IX, ya que estos no tienen riesgo de provocar trombosis o
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coagulacion intravascular diseminada, lo que si tiene la posibilidad de ocurrir con altas
dosis de CCP (Srivastava et al., 2013).

La vida media del Factor IX es de 18 a 24 horas aproximadamente. La dosis que se
suministra a los pacientes varia de acuerdo al tipo de sangrado y severidad del individuo,
suele dosificarse en unidades de FIX por kilogramo de peso, se administra por via
intravenosa. De forma general, 1 Ul de FIX eleva el nivel plasmético del Factor IX en

aproximadamente 1 unidad internacional por cada decilitro de sangre.

En los pacientes que presentan inhibidores es posible que aparezcan reacciones alérgicas
al tratamiento. En estos casos se hace necesario interrumpir la terapia de reemplazo e
iniciar un tratamiento diferente, en el que se emplean agentes bypass como el Factor VI
recombinante activado (rFVlla) o el Concentrado de Complejo de Protrombina Activado.
Estos pacientes son ademas candidatos a recibir tratamiento con régimen de induccién de

inmunotolerancia (Villar Alonso et al., 2010).

2.6 Inhibidores del Factor IX

La produccion de anticuerpos inhibidores que neutralizan el factor terapéutico es una
complicacion asociada al tratamiento de la Hemofilia B, se presentan entre el 1y 3% de
los pacientes con Hemofilia B. Esta condicibn aumenta considerablemente en los
pacientes con deleciones completas del gen y mutaciones nonsense de terminacion
temprana (en los primeros 100 aminoacidos), llegando a ser hasta el 20% en estos

pacientes (Li et al., 2014).

Otra caracteristica de los anticuerpos neutralizantes desarrollados en pacientes con HB es
su tendencia a ser inhibidores de alta respuesta, es decir, mayores a 5 UB, lo que podria
conducir a reacciones alérgicas o anafilaxis en los pacientes que reciben el tratamiento. La
presencia de estos anticuerpos dificulta y aumenta los costos del tratamiento en los

pacientes (Li et al., 2014).

Los factores que desencadenan la produccion de inhibidores no estdn completamente

identificados, pues estos aparecen a raiz de procesos muy complejos, en los que
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interactian componentes no genéticos asociados al tratamiento y componentes genéticos
como: el tipo de variante patogénica, la historia familiar de inhibidores, y polimorfismos en
reguladores de inmunoglobulinas. Los mecanismos desencadenantes son puramente
inmunoldgicos y caracteristicos a la respuesta inmune frente a un antigeno, ademas estan

basados en interacciones moleculares y celulares complejas (Villar Alonso et al., 2010).

El factor genético mas relevante asociado con el desarrollo de inhibidores al tratamiento,
es el genotipo del paciente, puesto que se ha descubierto un riesgo méas elevado en los
pacientes con variantes patogénicas tipo nonsense y grandes deleciones, posiblemente
por tratarse de variantes nulas en las que no hay produccion de la proteina Factor IX. En
multiples estudios, realizados en diferentes poblaciones, se establece el riesgo asociado
entre el tipo de variante y el desarrollo de inhibidores, confirmando dicha relacién (Zhou et
al., 2015)(Warrier et al., 1997)(A., W., N., P., & P., 2015). De igual forma, una variante tipo
missense confiere cierto grado de proteccion a desarrollar inhibidores, lo que se puede
demostrar facilmente, gracias en la ausencia de inhibidores en pacientes con este tipo de
variante (Radic et al., 2013)(Miller et al., 2012)(Belvini et al., 2005)(Guo et al., 2014). Otros
factores genéticos mencionados en la literatura son polimorfismos presentes en los

reguladores de inmunoglobulinas como IL- \ 71) (A. etal., 2015)(Zhou et al., 2015).

Las variables inherentes al tratamiento, o factores no genéticos, asociadas al desarrollo de
inhibidores son diversas, una de ellas es la edad del paciente en el momento de la primera
exposicion al factor, el riesgo parece ser mayor cuando la exposicion se realiza a edades
mas tempranas (Zhou et al., 2015). Otros factores no genéticos son: la intensidad de la
dosis, el tiempo de exposicion, y la etnia del paciente, siendo mas comiunmente observado

en pacientes no caucasicos (Miller et al., 2012)(Radic et al., 2013).

2.7 Gen del Factor IX, F9

El gen F9 codifica para el Factor IX de la coagulacion se encuentra ubicado en el brazo
largo del cromosoma X, region 2 banda 7 (Xg27.1) a 35cM del gen F8, tiene un tamafio de
34 Kb, de los cuales solo 2.8 Kb codifican para RNA mensajero y transcribe orientado hacia

el telémero (A. Thompson, 1986). Este gen fue clonado parcialmente en 1982 por Davie y
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Kurachi, pero hasta 1985 se publicé la secuencia completa gracias a las investigaciones

de Yoshitake y sus colaboradores, (Yoshitake et al., 1985).

Este gen posee 8 exones, los cuales presentan tamafios muy heterogéneos, a saber: el
exon 3, que es el mas pequefio, con un tamafio de 25 nucleétidos; seguido por el exén 1
con 117 nucleétidos; los exones 4 y 5 con 114 y 129 nucledtidos, respectivamente; el exdén7
con 115 nucleétidos; el exén 2 con un tamafio de 164 nucleétidos; y finalmente, el exdn

mas grande, exdn 8 con 1935 nucleotidos (Yoshitake et al., 1985).Ver figura 2-2.

Los primeros dos exones codifican para el péptido sefial y el propéptido de la secuencia
lider, que son removidos durante la biosintesis de la proteina. Posteriormente, cada exon
codifica para un dominio especifico, el exdén 7 y 8 codifican para el dominio proteolitico o
serin-proteasa, el exon 6 para el péptido de activacion, los exones 4 y 5 codifican para los
dominios con homologia al factor epidérmico EGF-1 y EGF-2, respectivamente, y el exén
3 para parte del dominio Gla y la region rica en amino&cido aromaticos (Yoshitake et al.,
1985).

El gen F9 cuenta ademas con siete intrones, igualmente de tamafios muy variables: el
intrén 6, el de mayor tamafio, tiene 9473 nucleétidos, y los intrones de menor tamafio: el
intrén 2 con 188 nucledtidos y el introbn 7 con 688 nucledtidos. También posee cuatro
secuencias repetitivas Alu, una en el intrén 1 y tres en el intrén 6, asimismo se observa

una region hotspot en dinucleétidos CpG (Yoshitake et al., 1985).
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Figura 2-2: Caracteristicas del Gen F9, mRNA y proteina.

(A)Organizacion gendmica del gen del Factor IX. Exones 1-8. (B)mRNA del Factor IX,
tamafio y marco de lectura abierto. (C) Molécula de Factor IX sintetizada, comprende la
secuencia de aminoacidos del péptido sefial, propeptido (46 amino acidos y 19 amino
acidos respectivamente) y el péptido maduro con un tamafio de 415 amino acidos
(tamafio total de 461 amino acidos). (D) Factor IX activado, mostrando la cadena liviana
en el extremo amino-terminal y la cadena pesada en el extremo Carboxilo-terminal, el
puente por enlaces disulfuro formado entre los residuos de cisteina 132 y 279. GLA,
dominio “Gla” en el cual 12 residuos de Acido Glutdmico son sometidos a
carboxilacionpostraduccional por la Carboxilasa vitamina K dependiente; EGF, dominio
con homologia al factor de crecimiento epidérmico; act, péptido de activacién liberado
después de la activaciéon proteolitica en Arginina 145 y Arginina 180; catalyc, dominio
serin-proteasa. Tomado de: (Bowen, 2002).

2.8 Proteina del Factor IX

El Factor IX es una proteina sintetizada en el higado que circula inactiva en el plasma en
una concentracionde 2a5 J P, @tiene una vida media de 18 a 24 horas. Tiene un peso

aproximado de 54 Kilodaltons, de los cuales el 17% corresponde a carbohidratos. La
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proteina madura esta conformada por 415 residuos de aminodcidos, excluyendo 46
residuos que corresponden al péptido sefial y el propéptido. Para lograr su actividad
funcional y salir a circulacion, debe sufrir algunas modificaciones post -traduccionales en
el hepatocito: gamma-carboxilacion, beta-hidroxilacion, remocion del péptido sefial y el
propéptido, adicion de carbohidratos, sulfataciones y fosforilaciones (Schawartz RA.
Klujszo E, Gascon P, 2006)(A. Thompson, 1986).

El Factor IX inactivo es una molécula monocatenaria con 4 dominios proteicos, que por un
clivaje proteolitico por su activador el FXla, pasa a su estado activo FIXa conformado por
una cadena liviana compuesta por tres dominios, el dominio Gla seguido por dos dominios
en tandem EGF-1 y EGF-2 y una cadena pesada compuesta por el dominio serin-proteasa.
Estas dos cadenas estan unidas por un péptido de activacion por puentes disulfuro (A. R.

Thompson & Chen, 1993), como se representa esquematicamente en la figura 2-3.

Figura 2-3:  Arquitectura del Factor IX.

Factor IX (fuera de escala). Péptido sefal (SP), el propéptido (PP), el dominio gama &
carboxiglutamico (Gla), el dominio hidrofébico (Hf) los dominios homologos al factor de
crecimiento epidérmico (EGF &y EGF &), el péptido de activacion (P. act.) y el dominio
catalitico Serin g@roteasa. Tomado de: (Radic, 2010).

El dominio Gla, que se encuentra en el extremo amino terminal, comprende desde el
residuo 1 hasta el residuo 40, entre los que estan incluidos 12 residuos de 4cido gamma-
carboxiglutamico, los cuales son fundamentales para la formacién de los enlaces entre el
Ca?+ y los fosfolipidos de las membranas celulares (Schawartz RA. Klujszo E, Gascon P,
2006).

Los dominios EGF-1 y EGF-2 estdn comprendidos entre los residuos 48 y 127, dentro de
los que estan contenidos 12 de los 22 residuos de cisteina encontrados en el Factor IX.

Estas cisteinas estan distribuidas en dos conjuntos de 6, existiendo un conjunto en cada
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dominio EGF. Adicionalmente, las cisteinas pertenecientes a un conjunto, forman tres
puentes disulfuro entre si, que posteriormente forman bucles. Los dos dominios de EGF
presentan alta afinidad por el calcio y ayudan en la unién del Factor IX con su cofactor: el
Factor VIII (Schawartz RA. Klujszo E, Gascon P, 2006)(A. Thompson, 1986).

El péptido de activacion esta formado por 35 residuos comprendidos desde Arg145 hasta
Arg180.Este fragmento peptidico incluye dos sitios importantes de clivaje y sus regiones
flanqueantes, estos sitios son un enlace Arg-Ala en el residuo 145-146 y un enlace Arg-
Val en los residuos 180-181, sobre los cuales actua el complejo FT/FVlla y el FXla
(Schawartz RA. Klujszo E, Gascon P, 2006).

El altimo dominio es el Serin-proteasa, que est ubicado en el extremo carboxilo-terminal,
conformando la cadena pesada del Factor IX que se extiende desde el residuo 181 al 415.
Este dominio es el responsable del clivaje proteolitico al Factor X por la triada catalitica:
His221, Asp269 y Ser365, que son regiones muy conservadas en todas las Serin-
proteasas; igualmente, las regiones o residuos flanqueantes de este nucleo catalitico son
muy conservadas, como el residuo 359, en el cual se encuentra un aspartato responsable
de la union al sustrato que otorga la especificidad proteolitica (Garcia Candel, 2013)(Smith,
20009).

2.9 Alteraciones Molecularesde | Gen F9

En la HB se presentan diferentes tipos de variantes en el gen F9, que van desde variantes
tipo puntuales, deleciones, duplicaciones, inserciones, rearreglos, indels y polimorfismos
distribuidas a lo largo de todo el gen (Rallapalli et al., 2013). Las variantes puntuales son
las més frecuentes, encontrdndose en el 73% de los pacientes, seguidas por las deleciones
que representan en el 16,3% y, en menor proporcidn, los otros tipos de variantes, como se
puede observar en la figura 2-4. De las variantes puntuales las mutaciones missense son
las mas comunes, representan el 74,4% de éstas, y en segundo lugar estén las variantes
nonsense con un 10.6%. Las variantes patogénicas se encuentran ubicadas la mayoria de
las veces (82,9%) en los exones del gen, principalmente en el exén 8 que es el de mayor

tamafio y codifica para la region Serin-proteasa de la proteina; un12,3% de las variantes
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se ubican en las regiones intrénicas; un 3,3% en las zonas UTR del gen y, en menor
proporcion, un (1,8%) en las zonas de unién exén-intron (Miller et al., 2012), (Ver figura 2-
5).

Figura 2-4: Tipos de Variantes en el gen F9.

Andlisis estadistico de la frecuencia relativa de los diferentes tipos de variantes
observados en la base de datos Factor IX (www.factorix.org)con 1.113 variantes en
Hemofilia B. Tomado de: (Rallapalli et al., 2013).

Las variantes tipo nonsense, grandes deleciones (uno o mas exones, o del gen total), y
frameshift (producto de inserciones o pequeiias deleciones que conllevan a un corrimiento
en el marco de lectura),estan asociadas frecuentemente a fenotipos severos, mientras las
variantes tipo missense estan asociadas a fenotipos severos, moderados y leves (Li et al.,
2014).

En las bases de datos internacionales, estan reportadas miles de variantes en el gen F9.De
hecho, algunas de ellas han sido reportadas en repetidas ocasiones, especialmente las

que involucran cambios en dinucleétidos como CG por TG o CA en las islas CpG que son
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consideradas puntos hotspot por desaminacién o metilacion espontaneas de las citosinas

en estos puntos (Li, Miller, Payne, & Craig Hooper, 2013).

Las variantes tipo missense se clasifican en tipo | y tipo Il. Las tipo | son las variantes
missense que producen defectos cuantitativos que reducen los niveles de proteina normal.
Las tipo Il producen defectos cualitativos que reducen la funcion del Factor IX, y pueden
estar acompafadas de una cantidad normal o disminuida de la proteina (Garcia Candel,
2013).

Figura 2-5: Distribucion de las Variantes en el gen F9.

Distribucion de las 1.113 variantes reportadas en una base de datos Factor IX
(www.factorix.org) en los exones, intrones y regiones UTR del gen F9. Tomado de:
(Rallapalli et al., 2013).

En la region promotora se encuentran variantes que alteran la trascripcion de las zonas de
union del Factor IX y que se asocian al fenotipo llamado Hemofilia de Leyden. Este tipo de
Hemofilia se caracteriza por presentar niveles muy bajos de actividad de la proteina,

menores al 1% de los niveles normales, y generalmente se da durante la infancia de los
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pacientes, ya que los niveles de actividad se incrementan después de que el paciente llega
a la pubertad, llegando incluso a niveles normales en la adultez. Este incremento en los
niveles de actividad de la proteina est4 asociado al aumento de la hormona del crecimiento
(Rallapalli et al., 2013)(Funnell et al., 2013)(Funnell & Crossley, 2014).

2.10 Diagnostico Molecular de Variantes en el Gen  F9

En la literatura se reportan distintos métodos para identificar las regiones génicas
anormales presentes en los pacientes, algunas de estas técnicas son de tamizacion
genética, y en ellas se detectan alteraciones en una secuencia de ADN amplificado, por
ejemplo, en la deteccién de heteroduplex formados entre un ADN control y ADN en estudio,
los cuales presentan corridas electroforéticas aberrantes y pueden ser visualizados
mediante la técnica de Electroforesis en Gel Sensible a la Conformacion (CSGE). Otra
técnica que igualmente detecta heteroduplex y homoduplex, es la Cromatografia Liquida
de Alta Eficiencia en Condiciones Desnaturalizantes (DHPLC). Estas dos técnicas fueron
ampliamente usadas en las primeras investigaciones en las que el nimero de pacientes
era elevado, gracias a su bajo costo de aplicacion. Sin embargo, presentan una deteccion
de variantes del 89%, por lo que era necesario realizar una secuenciacion directa en unos
pocos fragmentos donde no se lograba identificar la variante (Belvini et al., 2005)(Radic et
al., 2013).

La secuenciacion de &cidos nucleicos directa es el método de identificacion mas simple,
ya que se analiza de forma directa el gen afectado en la patologia, mediante la
determinacion de la secuencia de nucleétidos de las regiones relevantes, implicadas en la
expresion y regulacion de la proteina. La secuenciacion directa comprende inicialmente la
extraccion del ADN de la muestra biologica, la amplificacion de las regiones relevantes del
gen mediante PCR, y la secuenciacion directa de las amplificaciones basadas en la
Secuenciacion Sanger, automatizada con lectura de la secuencia mediante electroforesis
capilar. Una vez el equipo ha realizado la lectura de las bases nucleotidicas, trasfiere los
datos a un soporte informético, donde posteriormente se realiza la alineacién con la
secuencia de referencia del gen, localizando el punto discordante perteneciente a la
variante patogénica. Esta técnica posee un porcentaje de efectividad de casi el 100%,

excluyendo solamente los casos en los que las variantes estan ubicadas en regiones no
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amplificadas inicialmente y no pueden ser identificadas, para lo cual es necesaria la
secuenciaciéon completa del gen, por ejemplo, mediante el uso de técnicas de nueva
generacion como NGS (Vidal Francisco, Farssac Elisenda, Altisent Carme, 2000).
Recientemente, en algunos paises como China, se encuentran implementadas técnicas de
diagnostico prenatal y diagnostico preimplantacional en familias con HB mediante técnicas
de NGS y microarreglos especificos para el gen F9 (Lin et al.,, 2018)(Lyu et al.,
2016)(Handyside et al., 2010)



3. Metodologia

3.1 Tipo de Estudio

Estudio descriptivo, transversal.

3.2 Pacientes

Se analizaron 20 hombres no relacionados con diagnostico confirmado de HB congénita,
gue asisten al programa de manejo integral y control de la enfermedad en centros
asistenciales de Colombia: principalmente la Clinica Infantil Colsubsidio de la ciudad de

Bogota y Capresoca de la ciudad de Yopal.

Las edades de los pacientes oscilaron entre los 5 y los 68 afios; se conocen los datos de
severidad de la enfermedad de los individuos, antecedentes familiares, el desarrollo o no

de inhibidores y modalidad de tratamiento.

Cada paciente, o su tutor legal en caso de que se tratara de un menor de edad,
previamente a la toma de la muestra de sangre, firmaron el consentimiento informado,
aprobados por los comités de ética de la facultad de Medicina de Universidad Nacional y

de las entidades asistenciales participantes.

La caracterizacion de los individuos con sus datos demogréficos, identificacion de la

muestra y datos clinicos se puede observar en la tabla 3-1.

Los criterios de inclusion tenidos en cuenta fueron: ser hombre, con diagnéstico confirmado
de Hemofilia B congénita; y como criterios de exclusion: ser paciente con diagndstico de

Hemofilia A o de cualquier otro trastorno de la coagulacion.
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Tabla 3-1: Caracterizacion de los Pacientes.

< {0 w o
ID FECHA é g o Z § g § S
7 X a = &2

o <
HB_01 12/04/2017 18 Mod 4,8 No Si No
HB_ 02 15/05/2017 14 Mod 1,8 Si Si No
HB_03 15/05/2017 18 Mod 2,9 Si Si No
HB 04 17/05/2017 7 Sev 0,2 No Si No
HB_05 14/06/2017 14 Sev 0,1 Si No No
HB_06 05/07/2017 5 Mod 4,4 No Si No
HB_07 20/09/2017 16 Lev 28,4 No No No
HB_ 08 21/09/2017 7 Sev 0,2 Si Si No
HB_09 24/10/2017 35 Mod 1,5 Si Si No
HB 10 09/11/2017 20 Mod 4,8 Si Si No
HB 11 21/03/2018 34 Mod 4,4 No Si No
HB 12 21/03/2018 42 Lev 8,4 No Si No
HB_ 13 09/05/2018 18 Sev 0,7 Si Si No
HB 14 10/08/2018 38 Mod 4,8 No Si No
HB_15 15/08/2018 68 Mod 1,9 No Si No
HB 16 15/08/2018 24 Lev 11 No Si No
HB_ 17 15/08/2018 45 Sev 0,3 No Si No
HB 18 24/08/2018 53 Lev 8,5 No No No
HB_ 19 18/09/2018 55 Lev 7,9 No Si No
HB 20 02/10/2018 57 Lev 5,9 No Si No

3.3 Muestra

Las muestras de sangre periférica de cada paciente se obtuvieron por la enfermera jefe
del programa de hemofilia de cada institucion, en el momento que el paciente requeria

toma de exdmenes de laboratorio de seguimiento de su condicién, es importante aclarar
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qgue no fueron tomadas muestras con el objetivo Unico de hacer el estudio molecular de

HB. Se recolectaron 4 ml de sangre en tubo tapa lila con anticoagulante EDTA.

3.4 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 de 200 pl de sangre periférica de cada paciente, mediante
el uso del kit “DNA Mini kit Qiagen” siguiendo las instrucciones del fabricante; la
cuantificacion del ADN aislado de cada muestra se realiz6 mediante espectrometria en el

equipo Nanodrop 2000.

Posteriormente este ADN se almacend en tubos Eppendorf de 1,5 ml a -20°C en el
congelador ubicado en el laboratorio de Patologia Molecular del Instituto de Genética de

la Universidad Nacional de Colombia.

3.5 Amplificacion, Verificacion y Purificacion del Gen  F9

La amplificaciéon del gen F9 se realiz6 en 12 reacciones de PCR, teniendo en cuenta las
regiones mas relevantes del gen: la regiéon del promotor, sus ocho exones, las uniones
exon-intrén y la UTR 3. Para esto, se usaron 12 pares de primers (Ver tabla 3-2)
referenciados en un estudio realizado previamente en Argentina por la Doctora Claudia
Pamela Radic (Radic, 2010).

La PCR se llevé acabo usando 3 ul de ADN, 5 ul Buffer 5X GoTaq (Promega Corporation,
Madison WA), 2 pl dNTPS (200 pM), 1,5/2,0 ul MgCL2 (Stock), 8,375 pl de H20, 0,125 pl
de GoTaq Polimerasa y 5,0 pl de cada pareja de primer, con un volumen final de reaccién
de 25 pl.

Las condiciones de termociclado para las 12 reacciones de PCR fueron: Hot start: 94°C
por 3 minutos, seguidos por 30 ciclos de: denaturacion: 94°C por 30 segundos,
anillamiento: 55°C por 30 segundos, extension 72°C por 60 segundos finalmente una

extension final de 72°C por 5 minutos (Radic, 2010).
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Poly Reverse

AGAACTAAAGGAACTAGCAAG

Tabla 3-2: Primers para amplificacion del gen F9
— :é\.. éJ ? ~—~~
o~ g - s
| . S e = <
DENTIFICACION  ygicacion SECUENCIA 5'-3’ 2 & ) o
DEL PRIMER < s 5 >4 O
¢ g g
F e & o
T - I
9PA Forward ACGAAAAAATTTCAGAAGCCA
OPAReverse  1OMOWON - ATCAGCAATGTATGAGTGG 484 2B —
OPB Forward o AAGCTACAGGCTGGAGACAAT - r
9PB Reverse CCTTTGCTAGCAGATTGTGAA ’
9A Forward . AGGCCATTGGAAATAGTCCA
9A Reverse EXONA A AAGGCAAGCATACTCAATGT 260 2B —
9B Forward . CATCACAGATTTTGGCTCCA
9B Reverse EXONB T+ ATGCTCTGCATCTGAAGGGT 47 55 1.5
9C Forward . CACATAATACCCTTCAGATGC
9C Reverse EXonC  AATATGGGTTAGAGGGTTGG M 2B —
9D Forward . AAAATCAGACTCCCATCCCA
9D Reverse EXonD  GGTTTTGGTCACACTGAAGTT 283 55 1.5
9E Forward . CCCCCAATGTATATTTGACCC
9E Reverse EXONE A AAAGGAAGCAGATTCAAGT 534 2B —
9F Forward . AAATACTGATGGGCCTGCTT
9F Reverse EXonF  reeTTAGTGCTGAAACTTGCC 499 55 1.5
9G Forward . AATTCATCTGCAAAGCTCACA
9G Reverse EXonG  rgaaaTTATGACCCTTCTGCe 201 2B —
9H1 Forward . ATGAGATCTTTAACATTGCC
9H1 Reverse ExonH GAACTTTGTAGATCGAAG 436 55 1.5
9H2 Forward . TTTGGATCTGGCTATGTAAGT
OH2 Reverse ~ EXOnH GAAATTCTCCCCTGTAAAG = 2B —
Poly Forward UTR 3 AAGAGAACCGTTCGTTTGCA 510 - 20

Tomado de: (Radic, 2010)

La verificacion se realizé mediante electroforesis en gel de agarosa Nusieve 3:1 al 2% a
100 voltios durante 1 hora, posteriormente se tomaron las fotos de los geles en el

fotodocumentador.
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La purificacion de los amplificados se realizé mediante el uso del kit: “Purelink Quick PCR
Purification Kit” de Invitrogen, siguiendo las instrucciones del fabricante con la totalidad del
amplificado, la cuantificacion de estos purificados se realizd por espectrometria con el

equipo Nanodrop 2000.

Todos estos procedimientos se realizaron en las instalaciones de los laboratorios No. 1y

No. 2 del Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia.

3.6 Secuenciacion Directa

Con el kitBigDye 3.1 terminator cycle sequencing kit (AppliedBiosystems)®, se realiz6 la
secuenciacion con 3.5 ng/pl de los productos de PCR purificados con 1.2 pl del primer
forward o reverse, la electroforesis capilar se realizé en el equipo ABI 3500 en el Servicio
de Secuenciacion y Analisis Molecular (SSiGMol) del Instituto de Genética de la

Universidad Nacional de Colombia.

Para el andlisis de la calidad de las secuencias se us6 el programa Chromas 2.6.5, y para
realizar el andlisis de las secuencias e identificacion de las variantes se utiliz6 con los
programas BioEdit (Hall & 41:95-98., 1999) y SeqScape V5.4 (appliedBiosystems),
comparando las secuencias con la secuencia de referencia: NG_007994.1 (Homo sapiens

coagulation Factor IX (F9), RefSeq Gen LRG 556 on chromosome X).

Las variantes se reportan siguiendo las guias de Human Genome Variation Society
(HGVS) (den Dunnen et al., 2016), se consultaron las variantes encontradas en las bases
de datos internacionales (www.factorix.org, www.cdc.gov/ncbddd/hemophilia/champs.htm,

http://www.hemobase.com) para verificar si estaban reportadas previamente.
3.7 Analisis de Patogenicidad de las variantes

La patogenicidad de las variantes missense encontradas se analizé mediante el uso de

software 'y herramientas en linea bioinformaticas, como: POLYPHEN2


http://www.cdc.gov/ncbddd/hemophilia/champs.htm,
http://www.hemobase.com)
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(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), una herramienta que predice el impacto posible
de una sustitucion de aminoacido en la estructura y funcién de una proteina humana
basdndose en evidencias fisicas y comparativas (Ramensky, 2002) |-Mutant 2.0
(http://folding.biofold.org/i-mutant/i-mutant2.0.html) que reporta si el cambio afecta la
estabilidad de la proteina (Capriotti, Calabrese, & Casadio, 2006); PANTHER
(http://www.pantherdb.org/tools/csnpScore.do)un software que predice si un cambio de
aminoacido afecta a la funcién de la proteina basdndose en secuencias homologas y
conservacion del residuo a través del tiempo(H. Tang & Thomas, 2016), otra herramienta
usada fue el Project HOPE (http://www.cmbi.ru.nl/hope/input) que nos permitio realizar un
modelamiento 3D de la proteina y muestra simultdneamente el residuo mutado y el
silvestre, igualmente una herramienta que nos informa si la estabilidad de la proteina
disminuye es iStable (http://predictor.nchu.edu.tw/istable/indexSeq.php)(Chen, Lin, & Chu,
2013), otra herramienta que también fue usada es MutationTaster
(http://www.mutationtaster.org/)(Flanagan, Patch, & Ellard, 2010)(Seifi & Walter,
2018)(Flanagan et al., 2010)(Franchini et al., 2013).

Para la variante que se localiza en el intrén 5y la variante en la UTR 3’ se realiz6 el analisis
con las herramientas Human SplicingFinder HSF3.0 (http://www.umd.be/HSF3/HSF.shtml)
gue combina 12 diferentes algoritmos para predecir el impacto de mutaciones en sitios
aceptores, donadores de splicing, puntos de ramificacidn, posibles puntos de ruptura y
secuencias auxiliares de potencializadores y/o silenciadores de splicing tanto exénicos
como intrénicos (R. Tang, Prosser, & Love, 2016), otra herramienta usada para analizar
estas variantes fue NNSplicing (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) basada en
andlisis de redes neuronales que realizan una puntuacion entre 0 y 1 para identificar sitios
aceptores y donadores de splicing (Lannoy, Lambert, Farrugia, Van Damme, & Hermans,
2017)(Reese MG, Eeckman, FH, Kulp, D, Haussler, D, 1997).


http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/),
http://folding.biofold.org/i-mutant/i-mutant2.0.html)
http://www.pantherdb.org/tools/csnpScore.do)un
http://www.cmbi.ru.nl/hope/input)
http://predictor.nchu.edu.tw/istable/indexSeq.php)(Chen,
http://www.mutationtaster.org/)(Flanagan,
http://www.umd.be/HSF3/HSF.shtml)
http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html)

4. Aspectos Eticos

Teniendo en cuenta la resolucion niamero 8430 de 1993, este trabajo de investigacion, es
de riesgo minimo, puesto que a los pacientes participantes Unicamente se les extrajo
sangre por puncién venosa, y dicha extraccién se realiz6 solamente en el momento en el
que el paciente asistio al centro de atencion para sus examenes rutinarios de control. Por
esta razon, la participacibn de los pacientes en este estudio, no les significo

desplazamientos ni punciones adicionales.

De igual forma, la venopuncion fue realizada por la enfermera jefe que habitualmente toma
las muestras a los pacientes y dicha toma se hizo en el centro de atencion donde el
paciente se realiza regularmente sus controles. A cada paciente participante se le

extrajeron 4 ml de sangre una Unica vez.

Durante todo el ciclo de vida de la muestra: recoleccion, transporte, procesamiento y
eliminacion, se cumplié con todas las normas de bioseguridad necesarias para garantizar
la proteccion no solamente del paciente, sino también de los investigadores y del medio

ambiente.

Toda manipulacion de las muestras se realizd con estandares de calidad apropiados para
asegurar la veracidad de los resultados obtenidos en el estudio. El procesamiento de las
muestras se ejecutd en las instalaciones del Instituto de Genética de la Universidad
Nacional de Colombia, y fueron realizados por la investigadora principal, profesional en
Bacteriologia de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca y cuenta con mas de 15

afos de experiencia laboral en laboratorio clinico.

La principal ventaja que este estudio ofrecid a los pacientes es el diagndstico molecular de

su patologia, el cual no generd ningun gasto para ellos o sus familiares. Adicionalmente,
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los pacientes y sus familiares recibiran asesoria genética sobre su condicion, de forma

completamente gratuita.

Los datos personales de los pacientes, asi como la informacion incluida en sus historias
clinicas fueron tratados con excesivo cuidado, respetando todo el tiempo su
confidencialidad. Para garantizar esto, a cada paciente se le asign6 un numero de
identificaciéon Unico interno, el cual, desde el momento de la toma de la muestra, fue
utilizado para la identificacion de cada muestra durante su manipulacion, y es el Unico dato
que aparece en los reportes e informes del estudio. Asi, los datos personales del paciente
solo son conocidos por la investigadora principal y después del procesamiento, fueron

almacenados bajo condiciones de seguridad.

La participacion de los pacientes en el estudio es libre y voluntaria, y cualquier paciente
tendréa siempre la posibilidad de retirarse del estudio en el momento en que lo considere
conveniente. Con la firma del documento: “Consentimiento Informado para Participar en
un Estudio de Investigacion, cada paciente manifestd por escrito su voluntad de participar
en el estudio y otorgd el consentimiento para que se usara su muestra de sangre y algunos
datos de su historia clinica en la investigacion. En este mismo documento, se les explica
de forma detallada a los pacientes participantes, los objetivos, los riesgos, los beneficios,

la justificacion y los procedimientos que hacen parte de este estudio.



5. Resultados

5.1 Secuenciacion del Gen F9

Se analizaron 20 muestras de 20 pacientes hombres con diagnéstico de HB no

relacionados (Ver tabla 3-1).

De 20 pacientes, el 45% presentan un fenotipo moderado, el 30% tienen HB leve y el 25%

HB severa.

En los 20 pacientes analizados se logré identificar la variante patogénica en el gen F9, se
identificaron 15 mutaciones diferentes en total, de las cuales: 8 mutaciones son tipo
missense, 3 tipo nonsense, 2 grandes deleciones, 1 sustitucién que afectan el splicing y 1
sustitucién en la UTR 3’ (Ver tabla 5-3).

Dieciocho pacientes presentaban una Unica mutacion y dos pacientes presentaron doble
mutacion missense. De los 18 pacientes con una uUnica mutacion, 7 presentaban una
misma mutacién intrénica que afecta el splicing y 2 pacientes presentaban una mutacion

missense idéntica.

De las variantes identificadas en este estudio, el 93,34% se encuentran reportadas en las
bases de datos internacionales y la literatura. S6lo una gran delecion (6,66%) de un
paciente con HB moderada, no se encuentra reportada en la literatura ni en las bases de

datos.
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Tabla 5-1:  Variantes identificadas en los pacientes con HB en Colombia.

HB_02 0.37493 A>G 8 UTR 3 Sustitucion Si UTR 3

HB_04 0.11409 C>T 2 p. R75X Nonsense Si Gla

HB_06 g.22769 A>G IVS 5 N/A Sustitucién Si Splicing

HB_08 del exén 5y6 5y6 N/A Delecion Si N/A

HB_10 g.22769 A>G IVS 5 N/A Sustitucién Si Splicing

HB_12 g.22769 A>G IVS 5 N/A Sustitucién Si Splicing

0.25527 C>A p.Q241K Doble

0.25386 G>A p.T194A* missense Si Proteasa

HB_14

* Mutacion clasificada como benigna



Resultados 57

Tabla 5-1: (Continuacion)

c 3
- : 35
Variante o Ay Tipo de e A
ID NG_007994.1 Exon Aminoacido VLA 8.-‘§ Dominio
SST)
x3s
HB_16 0.11646 A>G 3 p.Y91C Missense Si Gla
HB_17 g25377C>T 6 p.R191C Missense Si Péptido de
Activacion
HB 18 0.22769 A>G IVS 5 N/A Sustitucién Si Splicing
HB_19 0.22769 A>G IVS 5 N/A Sustitucién Si Splicing
HB_20 0.22769 A>G IVS 5 N/A Sustitucién Si Splicing

* Mutacion clasificada como benigna

5.2 Variantes tipo missense

Se identificaron ocho variantes missense diferentes, en siete (35%) de los 20 pacientes
analizados. De estas ocho variantes missense identificadas, tres se encontraban en el
exon 6 (37,5%), tres en el exdn 8 (37,5%), una en el exén 5 (12,5%) y una en el exon 3
(12,5%) Ver figura 5-1. Solo dos de estas mutaciones, p.Arg294Gin y p.Arg191Cys, se

encuentran ubicadas en dinucleétidos CpG considerados puntos calientes de mutacion.

La mutacion p.Arg191Cys se encontrd en dos pacientes no relacionados (HB_15y HB_17),
los cuales presentan un fenotipo diferente (HB moderada y HB severa, respectivamente).
En la literatura, esta mutacion se encuentra como causal de HB moderada en el 65% de
los casos, el resto de los pacientes del total de casos reportados en la literatura (58

individuos) con esta mutacion presentan los otros dos fenotipos de HB.

El paciente HB_11 con fenotipo moderado, presenta la mutacion p.Arg294GIn ubicada en

el dominio catalitico de la proteina (exén 8 del genF9), la cual se encuentra reportada en
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97 pacientes en la literatura, asociada en mas del 50% de los casos a un fenotipo
moderado, aunque se presenta en los tres fenotipos de HB.

Figura 5-1: Distribucion de las Variantes en F9 causales de HB en pacientes
colombianos.

(1) Esquema del gen F9 mostrando sus 8 exones (A-H), con un tamafo aproximado de
estos, sobre él la ubicacién de las mutaciones puntuales encontradas en los pacientes
estudiados, en color azul las mutaciones tipo: missense, color rojo: mutaciones
nonsense, color morado: mutaciones que afectan el splicing y color verde: mutacion en
UTR 3'. (2) Esquema de la proteina Factor IX, mostrando cada dominio de la proteina:
SP: péptido sefial, PP: Pro péptido, Gla: dominio gama-carboxi-glutdmico, EGF1l y
EGF2: dominios con homologia al factor de crecimiento epidermal 1y 2 respectivamente.
(3) y (4) Esquematizan las grandes deleciones, (3) deleciéon de los exones 5y 6, (4)
delecidn de los exones 3y 4.

Dos pacientes HB_07 y HB_14 presentan doble mutacion missense. El paciente HB_07
presenta las dos mutaciones en el exén 8, g.35917 G>A y g.36288 G>C, ubicadas en el
dominio catalitico de la proteina (p.Glu323Lys; p.Lys446Asn). Estas dos mutaciones se
encuentran reportadas en la literatura; p.Glu323Lys, se encuentra reportada en un Unico
paciente con HB leve, en la base de datos EAHAD-CFDB. Igualmente, la segunda
mutacion p.Lys446Asn se encuentra reportada en esta misma base de datos en un Unico

paciente que presenta HB leve.

Las dos mutaciones encontradas en el paciente HB_14 se encuentran ubicadas en el exon
6, g.25527C>A y g. 25386G>A, p.GIn241Lys y p.Thrl94Ala, respectivamente. Una de

ellas, p.Thrl94Ala, esta clasificada en la literatura como una variante benigna; la otra
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variante, p.GIn241Lys, se encuentra reportada en la literatura en dos pacientes asociada
a fenotipo moderado, al igual que ocurre en nuestro paciente.

En la figura 5-2 se pueden observar los electroferogramas de los dos fragmentos en el
paciente HB_07 y en la figura 5-3 los electroferogramas de los dos fragmentos en el

paciente HB_14. En estas dos figuras se evidencian las dos mutaciones de cada paciente.

Figura 5-2: Electroferogramas del paciente HB_07.

Electroferogramas del paciente HB_07 de los fragmentos en el exén 8 (H1 y H2) donde
se encuentra cada mutacién con los dos pares de primers forward (A) y reverse(B). En
amarillo se encuentra resaltado la posicién especifica de la sustitucion.

Otra mutacién missense encontrada en uno de los pacientes (HB_05) es p.Alal73Val, que
se encuentra ubicada en el exdn 5. Esta es la Unica mutacion puntual encontrada en este
exon; existen dos pacientes reportados previamente con esta mutacion en las bases de
datos internacionales con fenotipo severo al igual que nuestro paciente.

El paciente HB_16 presenta igualmente una mutacion missense, ubicada en el exon 3
0.11646 A>G, que afecta la proteina en el dominio Gla en el residuo 91 donde una Tirosina
es sustituida por una Cisteina. Esta mutacion se encuentra reportada en las bases de datos
internacionales en tres pacientes con fenotipo moderado; contrariamente, el paciente de

esta serie presenta HB leve (Ver figura 5-4).
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Figura 5-3: Electroferogramas del paciente HB_14.

Electroferogramas del paciente HB_14 de los fragmentos del ex6n 6 (F) donde se
encuentra cada mutacién con los primer forward(F) y reverse (R). En amarillo se
encuentra resaltado la posicion especifica de la sustitucién.

Figura 5-4: Electroferogramas del paciente HB_16.

Electroferogramas del paciente HB_16 de los fragmentos del exén 3 (C) donde se
encuentra cada mutacién con los primer forward (F) y reverse (R). En amarillo se
encuentra resaltado la posicion especifica de la sustitucion.
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5.3 Variantes tipo nonsense

De los 20 pacientes analizados, solo tres (15%) presentaron variantes tipo nonsense, de
las cuales dos estan ubicadas en el exon 8 y una en el exdn 2. Dos pacientes presentan

fenotipo severo y un paciente fenotipo moderado.

Estas tres mutaciones nonsense se encuentran ubicadas en puntos calientes de mutacion

CpG, por lo cual existen numerosos reportes de pacientes con estas mismas mutaciones.

Figura 5-5: Electroferogramas del paciente HB_03.

Electroferogramas del paciente HB_03 de los fragmentos del exén 8 (H2), con los primer
forward(A) y reverse (B). En amarillo se encuentra resaltado la posicidon especifica de
la sustitucion.

La variante p.Arg75* ubicada en el exén 2 en la posicion g.11409 C>T, se observa en el
paciente HB_04 quien presenta un fenotipo severo. Esta mutacién se encuentra reportada
previamente en 73 pacientes, en su gran mayoria con fenotipo severo y asociada a algunos

de estos pacientes con desarrollo de inhibidores.

En el exdn 8 también se encuentra la mutacion p. Arg379* ubicada en la posicion g.36085
C>T identificada en la muestra HB_03, quien presenta un fenotipo moderado. Esta

mutacion se encuentra reportada en 65 pacientes que presentan mayormente fenotipo
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severo, otros con fenotipo moderado y solo 2 pacientes reportados presentan fenotipo leve.
Ala fecha no se encuentran reportados pacientes con esta mutacion, que presenten

desarrollo de inhibidores.

El fenotipo severo también se observa en el paciente HB_13, quien presenta una variante
en el exdn 8 en la posicion g.35842 C>T que genera un codén de parada prematuro en el
residuo 298 (p.Arg298*).Existen 63 pacientes reportados con esta mutacion hasta la fecha,
los cuales presentan fenotipo moderado o severo, siendo el fenotipo severo el méas
comUnmente observado. Asi mismo, no se encuentra asociacion de desarrollo de

inhibidores en estos pacientes.

Figura 5-6: Electroferogramas del paciente HB_04.

Electroferogramas del paciente HB_04 de los fragmentos del exdn 2 (B) con los primer
forward (F) y reverse (R). En amarillo se destaca la mutacion.

En las figurasb-5, 5-6, y 5-7 se pueden observar los electroferogramas de los fragmentos
donde se encuentra la mutacion nonsense en los pacientes HB_03, HB_04 y HB_13,

respectivamente.
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Figura 5-7: Electroferogramas del paciente HB_13.

Electroferogramas del paciente HB_13 de los fragmentos del exén 8 (H1), con los primer
forward (A) y reverse (B). En amarillo se destaca la posicion de la mutacion.

5.4 Variantes que afectan el splicing

En siete pacientes (35%), aparentemente no relacionados, se observa la misma mutacion
puntual ubicada en el intron 5 en la posicidén g.22769 A>Ga trece nucledtidos del final del
exon 5 ¢.520+13 A>G. Esta mutacion ya se encuentra reportada en las bases de datos
internacionales en 35 pacientes en diferentes partes del mundo. Estos pacientes
reportados previamente presentan en mayor porcentaje fenotipo leve, seguido en una
proporcion muy similar de pacientes con fenotipo moderado, y tan solo 2 pacientes del total

(5,7%), presentan un fenotipo severo.

Los pacientes con esta mutacion (HB_01, HB_06, HB_10, HB_12, HB_18, HB_19, y
HB_20), presentan dos fenotipos diferentes, cuatro pacientes presentan fenotipo leve y
tres presentan fenotipo moderado. En la figura 5-8 se pueden observar los
electroferogramas del paciente HB_01, uno de los pacientes que presenta esta mutacion.
Los electroferogramas de los restantes seis pacientes con esta mutacion se pueden

observar en el Anexo A.
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Figura 5-8: Electroferogramas del paciente HB_01.

Electroferogramas del paciente HB_01 del fragmento E correspondiente al exén 5y una
porcién de la regidn intrénica adyacente (gris), donde se presenta la sustituciéon en la
posicién g.22769 A>G resaltada en amarillo, se muestra el electroferograma obtenido
con el primer forward (F) y reverse (R).

Al analizar bioinformaticamente el cambio en la secuencia alterada contra la secuencia
Wild type con el software predictor de sitios de splicing “Splice Site Prediction by Neural
Network”, encontramos que en la secuencia alterada se forma un nuevo sitio dador de
splicing con mayor puntaje o score de 0,41 contra un score de la secuencia Wild type de
0,2. lgualmente se realiz6 un analisis con el software “Human Splicing Finder HSF” (FO
Desmet, Hamroun D, Lalande M, Collod-Beroud G, Claustres M, 2009) que arrojé como
resultado la formacién de un nuevo sitio potencial donador de splicing con un porcentaje
de variaciéon +50.25 a favor de la secuencia mutante versus la secuencia silvestre,
adicionalmente también se forman dos sitios nuevos de unién de potenciadores de splicing.
Esto genera presumiblemente un ARNm con la inclusién de 12pb en el exdén 5 que
producira la introduccion de 4 codones, y altera la traduccion de la proteina con la
introduccion de 4 aminoacidos nuevos (Gly, His, Asn y Leu) resultando en la disminucion
de la actividad del FIX.
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5.5 Grandes deleciones

Dos pacientes (10%) de la muestra analizada presentan grandes deleciones (>50pb),
evidenciadas por la ausencia de bandas en la electroforesis en gel de agarosa de los
amplificados, como consecuencia de la no amplificacion de algun o algunos de los exones
en la PCR.

Figura 5-9: Deteccion de la gran delecion en el paciente HB_08.

Fotografia del gel de agarosa de los amplimeros 9E y 9F correspondientes a los exones
5y 6 de F9 de: un control normal (C+), un control negativo (C-), el paciente HB_07 y el
paciente HB_08, igualmente al lado izquierdo se observa el control de peso molecular.
Las flechas rojas sefialan la ausencia de amplimero en el paciente HB_08.

El paciente HB_08 presenta ausencia de amplificacion de los fragmentos Ey F,
correspondientes al exén 5 y exon 6, respectivamente (Ver figura 5-9).Este resultado se
confirmo por duplicado con un nuevo aislamiento de ADN, donde se evidencié nuevamente
la ausencia de amplicon de estos dos fragmentos. Cada PCR fue realizada
simultdneamente con muestra de ADN de un individuo normal (control +), donde si se
evidencia la amplificacion de dichos fragmentos, con lo cual se descarta que la ausencia
de amplificacibn se debe a algun defecto de los primers. Esta delecién de
aproximadamente 10Kb, se encuentra reportada en la literatura y bases de datos
internacionales en tres pacientes con HB severa, coincidiendo con en el fenotipo

presentado por el paciente.
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Por el contrario, la delecién de los exones 3y 4 (fragmentos C y D, respectivamente) que
se observa en el paciente HB_09 quien presenta HB moderada, no se encuentra reportada
en la literatura hasta la fecha. Existen reportes de deleciones que incluyen estos dos
exones con otros exones adicionales. La PCR de estos fragmentos se repitié en un nuevo
aislamiento de ADN, confirmando asi por duplicado, la ausencia de amplificacién de los
amplicones correspondientes al exén 3 y 4. No se conoce la ubicacion exacta de la ruptura
en el gen F9, ya que los primers usados para la amplificacion de estos dos exones se
encuentran en regiones intronicas adyacentes. En la figura 5-10 se puede observar la
fotografia del gel de agarosa tomada a los fragmentos C y D del paciente HB_09 junto a
un control normal y el paciente HB_10 quienes si presentan la banda correspondiente a

estas regiones.

Figura 5-10: Deteccion de la gran delecion en el paciente HB_09.

Se muestra la fotografia al gel de agarosa de los amplimeros 9C y 9D correspondientes
a los exones 3y 4 de F9 de: un control normal (C+), un control negativo (C-), el paciente
HB_09 y el paciente HB_10, igualmente al lado derecho se observa el control de peso
molecular. Las flechas rojas sefialan la ausencia de amplimero en el paciente HB_09.
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5.6 Mutacion en laregion UTR 3

Se detecto en el paciente HB_02 una mutacion en el exon 8 en la posicion g.37493 A>G,
que corresponde a la regién UTR 3’ del gen F9.Esta variante se encuentra reportada en
las bases de datos internacionales en 21 individuos que presentan fenotipo moderado
principalmente, siendo éste el fenotipo observado en el paciente analizado en nuestra

cohorte.

Figura 5-11: Electroferogramas del paciente HB_02.

Electroferogramas del paciente HB_02 del fragmento Poly correspondiente a la region
UTR 3’ ubicada en el exdn 8, donde se presenta la sustitucion en la posicion g.37493
A>G resaltada en amarillo. Se muestra el electroferograma obtenido con el primer
forward (F) y reverse (R).

Al realizar un andlisis bioinforméatico con el software predictor de splicing Human Splicing
Finder (HSF) (FO Desmet, Hamroun D, Lalande M, Collod-Beroud G, Claustres M, 2009),
se encontrd que esta variante genera un nuevo sitio criptico donador de splicing y
adicionalmente genera un potenciador de splicing exonico (ESE), repercutiendo en la
proteina ya que se corta la sefial consenso de poliadenilacion, produciendo un ARNm
inestable que podra ser degradado rapidamente en el citoplasma (Vielhaber, Jacobson,
Ketterling, Liu, & Sommer, 1993).
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En la figura 5-11 se pueden observar los electroferogramas del exon 8 en el paciente

HB_02 donde se resalta el sitio especifico de la mutacién.

5.7 Correlacion Genotipo -Fenotipo

De los 20 pacientes analizados, cinco pacientes (25%) presentan un fenotipo severo. De
éstos, dos presentan una variante tipo nonsense, dos una variante tipo missense y uno

con una delecién de los exones 5y 6.

Nueve pacientes, que representan el 45% de la muestra, padecen HB moderada. Tres de
ellos presentan la mutacion en el intron 5 que afecta el splicing, tres tienen una mutacion
missense, uno posee una variante tipo nonsense, uno la variante en la UTR 3’ y uno

presenta una delecion de los exones 3y 4 (Ver figura 5-12).

Figura 5-12: Distribucion Genotipo-Fenotipo

Porcentaje de pacientes que tienen determinado genotipo (variantes missense,
nonsense, grandes deleciones, UTR 3’y splicing) distribuidos de acuerdo con el fenotipo
(HB severa, HB moderada y HB leve).
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Seis pacientes padecen HB leve, de los cuales cuatro tienen la misma variante que afecta
el splicing en el intrén 5 y en dos pacientes se evidencid una variante missense diferente

para cada uno.

Ningun paciente de los 20 analizados tiene registro de desarrollo de inhibidores hasta la
fecha. El 85% de los pacientes tiene antecedentes familiares de HB. De los tres pacientes
sin antecedentes familiares, hay uno con fenotipo severo, uno con fenotipo moderado y

uno con fenotipo leve.

En el grupo de pacientes, el 35% recibe tratamiento en esquema profilactico y el 65% esta

en tratamiento a demanda.






6. Discusion

En este estudio se logré determinar la mutacion causal en el 100% de los pacientes
estudiados, lo que es muy similar a los resultados reportados en la literatura, donde el éxito
del diagnostico de mutaciones causales en HB mediante técnicas de secuenciacion
directa, como la que se empled en este estudio, es cercano al 96% (Abla et al., 2018)(Tariq
et al., 2018).

El 90% pacientes estudiados presenta mutaciones puntuales, lo que es ligeramente mas
alto que lo reportado en otros estudios donde reportan que las mutaciones puntuales son
responsables de aproximadamente el 73% de los casos de HB (Rallapalli et al., 2013). El
10% de los pacientes presenta mutaciones estructurales grandes, como las deleciones de
dos exones encontradas en dos pacientes, lo que coincide con lo encontrado en un estudio
realizado en una cohorte de Estados Unidos, donde el 11,1% corresponde a deleciones
(Li et al., 2014), por el contrario, en las bases de datos internacionales se reportan
porcentajes mas bajos de grandes deleciones. En la base de datos de mutaciones en HB
de la CDC (CHBMPF9 Mutation List) reportan un 3% de grandes deleciones, en contraste
con la base de datos europea de variantes de factores de coagulacion (EAHAD-CFDB),
gue reporta una frecuencia de deleciones del 16,4%. Las diferencias porcentuales
encontradas en nuestro estudio frente a las reportadas por las bases de datos consultadas,
pueden deberse a el tamafio de muestra pequefio en nuestro estudio y a la distorsion de
frecuencias debido a la identificacion de una misma mutacion en siete pacientes (ver

posteriormente).

La Unica mutacién no reportada previamente en la literatura encontrada en este estudio
corresponde a una gran delecion de los exones 3 y 4. Esta mutacion responsable de la
ausencia de transcripcion de la informacion necesaria para la traduccién del dominio Gla

en la proteina, y uno de los dominios con homologia al factor de crecimiento epidermal
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EGF 1, dominios muy importantes en la adherencia a la superficie plaguetaria dependiente

de calcio e interacciones celulares (A. Thompson, 1986).

El paciente que presenta esta gran delecion se encuentra clasificado con fenotipo de HB
moderada por el porcentaje de actividad residual del FIX, FIX:C= 1,5%, pero con un
comportamiento clinico definido por su médico tratante como moderadamente severo ya
que presenta muchos episodios hemorragicos y artropatia, debido posiblemente por la
ausencia de dos exones que codifican para dominios iniciales de la proteina e importantes

en la interaccién con la superficie plaquetaria.

De las mutaciones encontradas en este estudio, un 35% correspondieron a variantes tipo
missense, siendo un porcentaje mas bajo a lo reportado en la lista de mutaciones CHBMP
de la CDC, en la que se tiene una frecuencia del 58,1% (Li et al., 2013), y en otros estudios
similares donde los porcentajes oscilan entre el 65 y el 70%(Li et al., 2014)(Rallapalli et al.,
2013)(Martensson, Letelier, Halldén, & Ljung, 2016). Este resultado probablemente se
deba a la elevada frecuencia de una mutacién que afecta el splicing detectada en el
presente estudio como se discutird posteriormente.

Dos pacientes (10%) de nuestra cohorte presentaron doble mutacidbn missense, esta
situacion es poco frecuente en HB, Rallapalli y colaboradores encontraron 49 pacientes
(1,3%) con mas de una mutacion de 3656 pacientes analizados (Goodeve, 2015);
igualmente en una cohorte de 103 pacientes en Mumbai, el 7,8% de ellos presentaron
doble mutacién (Ghosh, K. , Shetty, S. , Quadros, L. and Kulkarni, 2009). En el caso del
paciente HBO7 no se observa que las dos mutaciones encontradas en el exén 8 causen
un doble golpe a la proteina que incremente la severidad de la enfermedad, ya que este
paciente presenta un fenotipo leve con una actividad de FIX de 28,4; el paciente HB14
quien presenta dos mutaciones missense simultaneas en el exon 6, presenta un fenotipo
moderado que concuerda con lo reportado en las bases de datos internacionales a la
variante Q241K, la otra variante encontrada en este paciente T194A esta clasificada como

benigna en las bases de datos internacionales.

En cuanto a las variantes tipo honsense en la serie estudiada, la frecuencia corresponde
al 15%,siendo una frecuencia ligeramente aumentada a la reportada en la cohorte de 226

pacientes estadunidenses, con una frecuencia del 11,1% (Li et al., 2014), y a la lista de
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mutaciones CHBMPF9 se reporta una frecuencia del 8%, nuestra frecuencia es muy
cercana a la reportada en el estudio realizado en poblacion Argentina con HB, donde se

presenta una frecuencia de este tipo de mutaciones del 14% (Radic, 2010).

La divergencia mas grande que se encontré en este estudio, fue con respecto a la
frecuencia de mutaciones que afectan el splicing. Se detect6 que el 35% de las mutaciones
identificadas en esta cohorte corresponden a sustituciones intrénicas que afectan el
splicing, un numero muy elevado al compararlo con varios estudios realizados en Estados
Unidos, Europa y Argentina, donde las sustituciones que afectan el splicing presentan
frecuencias entre el 3 y el 8% (Radic et al., 2013)(Meireles et al., 2017)(Martensson et al.,
2016)(Lietal., 2014)(Rallapalli et al., 2013). Esta gran diferencia esta dada por la presencia
de una misma mutacion (g.22769 A>G) en siete pacientes que aparentemente no se
encuentran relacionados. Al entrevistar a las siete familias, no se encuentran apellidos
similares, algunas de ellas manifiestan que sus familias procedian del mismo departamento
(Boyacd) pero de diferentes municipios, hasta donde fue posible la reconstruccion
genealdgica no se encontré parentesco entre ellos. De cualquier forma, se evidencia la
necesidad de realizar a futuro, analisis de haplotipos para lograr determinar
molecularmente si existe un ancestro comun o alguna relacion entre ellos que no ha sido

determinada mediante la entrevista y la asesoria genética.

En la serie estudiada, también se encontrd en un paciente una mutacion en la region UTR
3’, la cual se encuentra reportada en la literatura (Vielhaber et al., 1993)(Liu et al.,
2000)(Awidi et al., 2011). Segun Vielhaber y colaboradores, quienes reportaron por primera
vez esta mutacion en 1993 en cuatro familias americanas no relacionadas con HB, tres
familias caucasoides y una asiatica, establecen que esta mutacion ocurre a 208 pb de la
region 5’ de la sefial de poliadenilacion. Esta transicion crea un sitio criptico donador de
splicing en la region UTR 3’, lo que conlleva a un salto de la sefial de poliadenilacion,
generando un ARNm sin la cola poli A (Vielhaber et al., 1993). Esta informacién fue
confirmada mediante un software predictor (HSF) de sitios cripticos de splicing y sitios
potenciadores de splicing intrénicos y exonicos, y arrojé un resultado igual al estudio
previo. Consecuencia de la transicidn, se forma un nuevo sitio donador de splicing exdnico
y se altera un sitio potenciador de empalme exoénico (ESE), lo que conlleva a la alteracion

del splicing.
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Las mutaciones missense reportadas en esta serie de pacientes se encuentran en residuos
de aminoacidos completamente conservados entre diferentes especies, esto se hace
evidente al realizar el alineamiento de las secuencias entre humanos, chimpancés,
macacos, gorilas, gibones, orangutanes y monos titi. Los residuos donde se encontraron
mutaciones missense en este estudio se pueden observar en la figura 6-1, donde se

observa la conservacién de estos residuos entre especies.

El tnico residuo mutado que no es completamente conservado entre especies es el residuo
Acido Glutdmico 323, que corresponde a una lisina en el mono titi. Este residuo se
encuentra mutado en el paciente HB_07 quien presenta un cambio p.E323K, quien
adicionalmente presenta un cambio en el mismo dominio (p.K446N) afectando asi de
manera simultdneamente el dominio catalitico de la proteina en dos residuos diferentes y
muy conservados entre especies, este fendbmeno no genero un cambio de fenotipo del

paciente (leve) al asociado en la literatura a cada una de estas variantes.

Igualmente, se realiz6 un andlisis bioinformatico con algunos softwares predictores de
patogenicidad y algunos que analizan la estabilidad de la proteina para observar si el FIX
se afecta por los cambios ocurridos en la proteina mutada del paciente. Con el programa
I-Mutant 2.0, al realizar el analisis de la proteina mutada en el residuo E323K, arroja un
puntaje de<-0,02, lo que significa una disminucion en la estabilidad de la proteina. La otra
mutacion identificada (L446N) también arroja un valor negativo de -0,55 que igualmente
refleja que la estabilidad de la proteina disminuye, y una categorizacion de posiblemente
deletérea en Polyphen-2. Igualmente, al realizar el andlisis estructural de los dos cambios
en la proteina, el programa HOPE, muestra que las propiedades diferentes del nuevo
amino&cido en la proteina mutante como el ser de mayor tamafio y tener una carga
positiva, causa pérdida de interaccion con otras moléculas y disminucion en la funcion de
la proteina, se puede observar en la figura 6-2 la representacion simultdnea del amino&cido

silvestre y el mutante en la proteina.



Discusion

75

Figura 6-1: Alineamiento de la proteina FIX humano y otras especies.

Alineamiento de la proteina FIX de: humanos, chimpancés, orangutanes, gorilas,
gibones, macacos y monos titi. Resaltado en color rosado e indicado con una flecha

roja, las posiciones de las variantes missense encontradas en los pacientes con HB
colombianos.
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En el caso de la mutacion p.A173V, se presenta un puntaje en I-Mutant 2.0 que refleja que
la estabilidad de la proteina disminuye. Igualmente, para la mutacion p.A294R, los
predictores nos muestran que la estabilidad de la proteina decrece marcadamente y es

probablemente deletérea de acuerdo a Polyphen 2.
La variante encontrada en el paciente HB_14, p.Q241K, esta clasificada con el maximo
puntaje de 1,0 como probablemente deletérea en Polyphen 2, al igual que la variante

p.R191C encontrada en el paciente HB_17.

Figura 6-2: Acercamiento de la mutacion E323K

Imagenes obtenidas con la herramienta HOPE, se muestra en gris la estructura del FIX maduro,
simultdneamente se representa en verde el aminoacido Acido Glutamico en la posicion 323 y en
rojo el aminoacido mutante la lisina. Tomado de: Protein structure analysis of mutations causing
inheritable diseases. An e-Science approach with life scientist friendly interfaces.
BMCBioinformatics. 2010 Nov 8;11(1):548. DOI: 10.1186/1471-2105-11-548. PubMed: 21059217.

En la serie estudiada, los fenotipos son bastante heterogéneos con respecto a los
genotipos encontrados, al igual que lo reportado en mdltiples estudios en diferentes partes
del mundo (Zidani, Yahia, Ouarhlent, Nathalie, & Belhadi, 2016)(Awidi et al., 2011)(Radic
et al., 2013).Por ejemplo, en un estudio realizado recientemente en poblacion pakistani
donde encontraron una amplia heterogeneidad entre los genotipos y fenotipos reportados
en estudios no solamente de poblacidn asiatica sino también de otros lugares del mundo
(Tarig et al., 2018).
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En los pacientes estudiados no se ha reportado el desarrollo de inhibidores a la fecha; pero
es importante resaltar que una mutacién de las encontradas en los pacientes est4 asociada
en la literatura con algunos pacientes que presentaron desarrollo de inhibidores. La
mutacion nonsense p.R75X, encontrada en el paciente HB_04, la cual por ser una
mutacion nonsense de terminacion temprana (antes de los 100 primeros aminoacidos), se
referencia en la literatura que este ARNm trascrito tan corto, probablemente sera
degradado por el sistema NMD (Nonsense Mediated Decay) y no habré producciéon de
proteina (Oldenburg et al., 2004)(Kasper, 2004)(Santoro et al., 2018)(Batorova et al.,
2013), aumentando la probabilidad en los pacientes con esta mutacion de generar

anticuerpos inhibidores al FIX, ya que no ha producido esta proteina en su cuerpo.

Las demés mutaciones encontradas no estdn asociadas a pacientes con desarrollo de
inhibidores, aunque son de especial interés las dos grandes deleciones encontradas, ya
que en la literatura las deleciones mayores a 50 pb también son asociadas al aumento de
la posibilidad de desarrollo de anticuerpos inhibidores en los pacientes que las poseen
(Oldenburg et al., 2004)(Radic et al., 2013), en especial la delecion nueva encontrada en

el paciente HB_09, que sucede en los exones 3y 4, de forma temprana en la proteina.

Las severidades en la serie estudiada corresponden, el 25% a fenotipo severo, 45% a
fenotipo moderado y 30% a fenotipo leve, lo cual varia ligeramente con lo reportado para
la poblacién total colombiana con HB en 2017, que muestra que 38,1% de la poblacion
presenta un fenotipo severo, 36,4% un fenotipo moderado y 23,4% un fenotipo leve (Fondo
colombiano de enfermedades de alto costo, 2018). El fenotipo moderado se encuentra
elevado con respecto al porcentaje nacional y se considera que es debido a la alta
presentacion de una misma mutacion en siete pacientes no relacionados causal de

fenotipo moderado principalmente.

El 85% de los pacientes reportan antecedentes familiares de HB, siendo un porcentaje alto
al compararlo con en el ultimo reporte colombiano de Hemofilia B, donde el 56% de los
individuos con HB en Colombia presentan antecedentes familiares y del 23,1% se

desconoce la informacion (Fondo colombiano de enfermedades de alto costo, 2018).
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En Suramérica existen muy pocos reportes de estudios realizados en esta region, a la
fecha encontramos un estudio realizado en poblacion Argentina por la doctora Radic en 49
pacientes con Hemofilia B (Radic, 2010) y otro estudio realizado al sur de Brasil en una

cohorte de 43 pacientes hemofilicos B (Meireles et al., 2017)

Al realizar una comparacion entre las variantes identificadas en los pacientes argentinos,
brasileros y colombianos, se identificaron dos mutaciones en comin encontradas en
pacientes brasileros y colombianos; 6 mutaciones en comun entre la cohorte argentina y
la colombiana, todas ellas ubicadas en puntos calientes de mutacién CpG, con excepcion
de la gran delecion, se puede observar en la tabla 6-1, la variante en comun y el nimero

de pacientes identificados en cada pais.

Tabla 6-1: Variantes comunes en F9 reportadas en poblacién colombiana, brasilera y

argentina con HB

NUMERO DE PACIENTES REPORTADOS

VARIANTE

COLOMBIA Rl ARGENTINA
(Meireles et al., 2017) (Radic, 2010)
p.Arg75* 1 3 5
p.Arg191Cys 2 0 1
p.Arg294Gin 1 0 2
p.Arg298* 1 3 5
p.Arg379* 1 0 1
Del exon5y 6 1 0 1

Igualmente se comparé la frecuencia del tipo de mutaciones obtenida en las tres
poblaciones, encontrando algunas diferencias, las variantes tipo missense presentan la
frecuencia més alta en el estudio del sur del Brasil con un 72% seguido por el realizado en
poblacién argentina con un 59% y nuestra cohorte colombiana estudiada con un 35%;las
variantes tipo nonsense no mostraron grandes diferencias entre las tres series estudiadas,
encontrando 14%, 15% y 18% para Colombia, Argentina y Brasil respectivamente; la
cohorte argentina y colombiana presentan porcentajes de grandes deleciones cercanos
entre el 10% y el 12% mientras el estudio brasilero no reporto ninguna mutacion de este

tipo; la mayor diferencia se presenta en sustituciones que afecten el splicing, donde la
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poblacién colombiana tiene un porcentaje del 35% sesgado por la misma mutacion
identificada en 7 pacientes, mientras la poblacién argentina y brasilera solo muestran el
8% y 5% respectivamente; en la serie estudiada no se encontraron indels, los cuales se
reportan en la poblacién argentina y brasilera en porcentajes menores al 5%, estas
diferencias pueden estar dadas por el nUmero de muestra pequefio de nuestra cohorte en
relacion a las cohortes de Argentina y Brasil que tienen el doble de pacientes analizados
(Radic, 2010)(Meireles et al., 2017).






7. Conclusiones y Recomendac iones

Se realiz6 el primer estudio molecular en Colombia, en una muestra de pacientes
colombianos con Hemofilia B, identificando en el 100% de los pacientes la mutacién causal
de la enfermedad, mediante la metodologia implementada de amplificacion vy

secuenciacion directa del gen F9.

Se encontr6 una nueva mutacion no referenciada en las bases de datos, en el paciente

HB-09 con una gran delecion de los exones 3 y 4.

Se encontré una alta frecuencia de la mutacion IVS5 +13 en el 35% de los pacientes

analizados. .

Este analisis molecular permitio determinar la causa de HB en todos los pacientes, brindar
el asesoramiento genético adecuado a cada una de las familias y plantear el analisis de

portadoras mas costo efectivo, ya que no sera necesario secuenciar todo el gen F9.

7.1 Recomendaciones

Analizar un nimero de pacientes mayor y de otras regiones del pais para poder ampliar el

porcentaje de representacion del total de pacientes con HB en Colombia.

Incluir un mayor nimero de pacientes con fenotipo severo, lograr reclutar a todos los
pacientes con desarrollo de inhibidores y asi poder realizar una mejor correlaciéon entre el

genotipo y esta caracteristica clinica.
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Realizar un analisis de haplotipos en el cromosoma X de las siete familias cuyos pacientes
presentaron la misma variante intrénica para determinar molecularmente si existe algin

tipo de relacion o ancestro comun entre ellos.

Confirmar mediante un analisis en ARNm, que la mutacidon que crea un sitio criptico de

splicing, afecta el tamafio del ARNm.

7.1.1 Financiacion

Este proyecto fue financiado en su totalidad por la Universidad Nacional de Colombia
proyecto “Hemofilia A, Hemofilia B y factores genéticos que predisponen al desarrollo de

inhibidores” Codigo Hérmes 34708 dirigido por Juan J. Yunis L.

7.1.2 Productos Académicos

Participacion y ganador del tercer puesto en el Congreso Nacional de Investigacion y
Concurso de Investigacion Hernando Sarasti, de la Asociacion Colombiana de

Hematologia y Oncologia, realizado del 23 al 25 de Agosto de 2018 en Cordoba, Colombia.

Presentacion de pdéster "Caracterizacion Molecular del gen F9 y Correlacion genotipo-
fenotipo en una muestra de pacientes con HB de Colombia”, en el XV Congreso
Colombiano y IX Internacional de Genética Humana, realizado del 26 al 29 de Septiembre

de 2018 en Barranquilla, Colombia.



A. Anexo : Electroferogramas pacientes

Figura A-1: Electroferogramas del paciente HB_05
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Figura A -2: Electroferogramas del paciente HB_06

Figura A -3: Electroferogramas del paciente HB_10
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Figura A -4:

Figura A -5:

Electroferogramas del paciente HB_11

Electroferogramas del paciente HB_12
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Figura A-6: Electroferogramas del paciente HB_15

Figura A-7: Electroferogramas del paciente HB_17
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Figura A -8:

Figura A -9:

Electroferogramas del paciente HB_18

Electroferogramas del paciente HB_19
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Figura A-10: Electroferogramas del paciente HB_20
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