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Resumen

La hemofilia es una enfermedad hereditaria que afecta la coagulaciéon. Ante un sangrado se
activa la cascada de coagulacion, que desencadena distintas proteinas, factores de coagulacion,
para generar un coagulo y frenar asi el sangrado. En pacientes con hemofilia encontramos
afectados los Factores VIl o IX, la deficiencia de cada uno de ellos se denomina hemofilia A y
hemofilia B respectivamente (Gitschier et al., 1984; Yoshitake et al., 1985).

En los casos severos de la enfermedad, la terapia consiste en profilaxis con infusiones
intravenosas de concentrados del factor de coagulacion deficiente. Una de las complicaciones
mas graves del tratamiento actual de la hemofilia es la aparicién de anticuerpos que neutralizan
el factor administrado durante la terapia —conocidos como inhibidores—. Cuando esto sucede,
la terapia de reemplazo estandar deja de ser eficaz, lo que obliga a recurrir a tratamientos
hemostaticos alternativos, menos eficaces y mas costosos (Teitel, 2018; Tomeo et al., 2021).

El fenotipo hemofilico pareciera estar determinado por el genotipo del factor de la coagulacion
involucrado —i.e., gen del factor VIII (F8) en hemofilia A (HA) y del factor IX (F9) en hemofilia B
(HB)—. Sin embargo, existen otros factores modificadores del fenotipo clinico-bioquimico,
dependiente de la poblacién y de la regidn geografica, cuya elucidacion adquiere vital importancia
para proveer de una mejor eleccion terapéutica, basada en la evidencia a partir del conocimiento
de todos los factores desencadenantes de los aspectos que condicionan mas severamente la
calidad de vida de las personas con hemofilia —e.g., desarrollo de inhibidores de la terapia
antihemofilica—.

En este escenario, el Laboratorio de Genética Molecular de la Hemofilia (GMH) de la Academia
Nacional de Medicina (ANM) cuenta con una valiosa poblacion de muestras de mas de 600
familias estratificadas, definidas por tipo de variante causal (genotipo F8 o F9) —e.g., inversion
del intrén 22, Inv22, variantes puntuales—, lo que permite la identificacion de factores
modificadores del fenotipo de segundo orden, de menor potencia predictiva, cuya influencia en

el fenotipo bajo andlisis se veria enmascarada por el factor de primer orden en poblaciones no
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estratificadas. Estas caracteristicas nos estimulan para elaborar un estudio de ancestria en esta
poblacion con el fin de identificar patrones geograficos en torno al desarrollo o no de inhibidores
de la terapia. Con este fin se seleccionaron y estudiaron 65 pacientes con HA severa del AMBA,
no relacionados biolégicamente, previamente F8-genotipificados, y estratificados por mutaciéon
causal —Inv22—. De los cuales contamos con 34 pacientes con inhibidor y 31 sin inhibidor a la
terapia.

Se ajustaron y validaron 30 marcadores informativos de ancestria (AIMs). y finalmente se
estudiaron los 60 individuos de la poblacion estratificada por mutacién causal —Inv22—, y se
estimé la mezcla génica y la ancestria individual en cada caso. Posteriormente, se analizé
nuestra serie por analisis estadisticos con Structure y Clumpp, donde se evaluaron las
distribuciones de ancestria —europea, americana y africana—. El uso de los AlMs, que indica el
origen continental biparental de un individuo, en el caso de la poblacién argentina nos brindé
informacion sobre los componentes euroasiatico occidental, subsahariano y nativoamericano. Se
evidencié que el mayor aporte genético proviene de la ancestria europea, representando un 63%
del total. Este predominio se destaca frente a los menores aportes observados en las ancestrias
americana y africana, que registran un 23% y un 12%, respectivamente. Asimismo, al analisis de
la existencia de correlacion entre el desarrollo del Anticuerpo inhibidor anti FVIIl y la ancestria
individual, nos lleva a rechazar nuestra hipétesis, ya que la correlacidon existente entre el
desarrollo del Anticuerpo inhibidor anti FVIII y la ancestria individual no ha sido significativa. Sin
embargo, esta representa la primera muestra que es analizada su ancestria genética en
pacientes con hemofilia de nuestro pais, y en el mundo, ya que las otras series estudian la
ancestria autopercibida. Consideramos que esto es un aporte no solo a la comunidad de

hemofilia en el ambito nacional, sino también al internacional.
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INTRODUCCION

1.1 Antecedentes: 1a hemofilia

La hemofilia es una enfermedad genética recesiva ligada al cromosoma X que afecta
la coagulacion sanguinea y se presenta en 1 de cada 5.000 varones a nivel mundial, se suele
asumir que no hay diferencias relacionadas con la region geografica. Existen dos tipos
clinicamente indistinguibles: la hemofilia A (HA), causada por una deficiencia del factor VIII
de coagulacion (FVIII), y la hemofilia B (HB), causada por la deficiencia del factor IX. La
HA es cinco veces mas frecuente que la HB, y ambas resultan de mutaciones deletéreas en

los genes F8'y F9 (Gitschier et al., 1984; Yoshitake et al., 1985).

La hemofilia se clasifica en grave —o severa—, moderada o leve segun la cantidad de
factor de coagulacion presente en el plasma, lo que esta estrechamente relacionado con la
gravedad de los sintomas. Los casos severos, con niveles de factor por debajo de 1 % del
valor normal —<1 UI/dL—, suelen provocar hemorragias espontdneas en musculos o
articulaciones. En los casos moderados —1 a 5 UI/dL o 1 a 5% —, las hemorragias
espontaneas son menos frecuentes, pero los sangrados prolongados ocurren tras traumatismos
o cirugias menores. Por ultimo, en los casos leves —5 a 40 UI/dL o 5 a 40%—, las
hemorragias espontdneas son raras, aunque los traumas o cirugias importantes pueden
desencadenar episodios graves (Srivastava et al., 2013). Aproximadamente el 40% de los

casos son severos, el 10% moderados y el 50% leves (Graw et al., 2005).

En el afio 2022 la poblaciéon estimada de Argentina segun el Instituto Nacional de
Estadistica y Censos (INDEC, 2022) fue de 45.892.285 habitantes, de los cuales 2.858 fueron
reportados con Hemofilia segiin la Encuesta Global Anual realizada por la Federacién
Mundial de la Hemofilia en el afio 2023, 2.468 pacientes con HA y 390 con HB (World
Federation of Hemophilia, 2024).

1.1.1 Breve Reseia Historica

Haciendo un recorrido historico —Figura 1.1—, podemos encontrar diversas
menciones a una enfermedad que si bien todavia no es nombrada como hemofilia, si podemos
ver que comparte muchas caracteristicas con esta. Una de las referencias mas antiguas data

del siglo III a.C., en el Talmud de Babilonia. En este texto se menciona la posibilidad de
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INTRODUCCION

eximir de la circuncision al tercer hijo varén de una mujer que haya perdido a sus dos
primeros hijos por complicaciones hemorragicas relacionadas con este procedimiento.
Encontramos relatos similares en los escritos realizados por Maimonides durante el siglo XII
(Burgaleta Alonso de Ozalla, 2024; Schramm, 2014). John Conrad Otto describe una
enfermedad similar en 1803. Este médico estadounidense describi6 un trastorno hemorragico
hereditario en varias familias en las que solo estaban afectados varones, cuya transmision se
produce a través de mujeres portadoras, quienes no manifiestan la enfermedad (Otto, 1996).
Sin embargo, fue un médico aleman, Johann Lukas Schonlein y su estudiante Friedrich
Hopff, quienes en 1828 utilizaron la palabra “Hemofilia” para describir esta condicion

(Schonlein, 1828).

La hemofilia ha sido histéricamente llamada la "Enfermedad Real" debido a que la
Reina Victoria de Inglaterra (1819-1901) era portadora de la enfermedad. No fue hasta el
nacimiento de su octavo hijo, Leopold, en 1853, que se descubrid esta condicion. Leopold
padeci6 hemofilia, experimentando frecuentes hemorragias a lo largo de su vida, y fallecio a
los 31 anos debido a una hemorragia cerebral tras una caida. Dos de las hijas de la Reina
Victoria: Alice y Beatrice, también heredaron la condiciéon y la transmitieron a sus
descendientes, lo que llevd a la propagacion de la hemofilia en varias casas reales de
Alemania, Espafia y Rusia. No hay antecedentes de hemofilia en los familiares de la Reina,
por lo que se cree que fue resultado de una nueva mutacion en uno de sus progenitores.
Dentro de esta historia familiar, uno de los casos mas conocidos de hemofilia es el de Alexei
Tsarevich, hijo del zar Nicolés II y bisnieto de la Reina Victoria, quien ha sido retratado con
su condicidon en numerosas obras literarias y cinematograficas, y que murio a los 14 afios
junto a su familia (1904-1918) (Ingram, 1976). Hoy en dia, gracias a los avances en el estudio
de ADN antiguo, se ha determinado que la "Enfermedad Real" era Hemofilia B, causada por
una mutacién puntual que afectaba un sitio de splicing en el gen F9 (IVS3-3A>G) (Rogaev
et al., 2009).

Desde nuestro pais también ha habido avances cientificos que ayudaron a comprender
mejor esta enfermedad. En 1947, Alfredo Pavlovsky en Buenos Aires descubri6 que al
mezclar plasma de dos pacientes hemofilicos diferentes, denominados "H1" y "H2", el
tiempo de coagulacion del plasma receptor se normalizaba temporalmente (Pavlovsky, 1947).
Con el tiempo, y después de varias observaciones adicionales, Biggs y sus colegas

identificaron una forma distinta de la hemofilia A, a la que llamaron "enfermedad de
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INTRODUCCION

Christmas" por el apellido del paciente afectado (Biggs et al., 1952), hoy conocida como
hemofilia B.

En 1962, un comité internacional asigné numeros romanos a los factores proteicos
involucrados en el proceso de coagulacion, nombrando como factor VIII al que es deficiente
en la hemofilia A (Wright, 1962). En 1964, Macfarlane y Ratnoff desarrollaron de manera
independiente un modelo de los eventos que conducen a la coagulacion sanguinea, conocido
como la cascada de coagulacion (Davie & Ratnoff, 1964; De Brasi et al., 2001; Macfarlane,
1964). A partir de estas investigaciones y sus resultados, se generalizo el uso de transfusiones
para la segunda mitad del siglo XX, mejorando notablemente la esperanza de vida de los

pacientes con hemofilia.

1952 1964
1803 1"81 9-1901 Biggs Macfarlane y Ratnoff
John Conrad Enfermedad "Enfermedad de “Cascada de
Otto Real" Christmas" cuagulacion”
S.IIHAC 3. (5. 7 (9.
Talmud de :’ s\ :’ \\ :’ s\ :’ \\
Babilonia ! : : : : : : :
b
: : : : : : : : S. XX
S~ @ @ “~g-’ Transfusiones
S. Xl | h‘ 82L8k 1947 1962
Maimonides OS(?t?irj]nlel:inas Alfredo Pavlovsky Factores en
“Hemofilia” Distintas hemofilias  nimeros romanos

Figura 1.1: Linea temporal de la Hemofilia. Se encuentran detallados eventos relevantes en la
historia de la hemofilia: sus primeras descripciones, las primeras menciones con su nombre tal como
se la conoce actualmente y los avances en su entendimiento.

1.1.2. El balance hemostatico

La coagulacion sanguinea es un proceso complejo y altamente regulado que evita la
pérdida excesiva de sangre tras una lesion. Este proceso se lleva a cabo a través de una serie
de reacciones en cadena, donde las proteinas de coagulacion, factores, se activan unas a otras

de manera secuencial. Como puede visualizarse en la Figura 1.2, los factores VIII y IX
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INTRODUCCION

juegan un papel crucial. El factor IX es activado por el factor Xla y, una vez activado (FIXa),
se asocia con el factor VIII activado (FVIIIa) en la superficie de las plaquetas para formar un
complejo. Aunque el factor VIII no tiene actividad enzimdtica por si mismo, su presencia
como cofactor es fundamental para aumentar la eficiencia de la activacion del factor X, que

es un paso clave en la cascada de coagulacion (Paramo et al., 2009; Smith, 2009).

_ (activado)

¥
D ———

1
1
1
1
U
v
@
\
AY

1

]

El factor Von M
Willebrand (FVW) > ¢

transporta al
factor VIIl hasta
que sea activado

Figura 1.2: Balance hemostatico. Esquema simplificado de la reaccion en cadena de la activacion de
los factores que participan en la formacion de coagulos sanguineos. Se destacan los factores VIII y IX,
involucrados en la HA y HB, respectivamente (World Federation of Hemophilia, 2022).

La interaccidn entre los factores VIII y IX es, por lo tanto, esencial para la activacion
del factor X. Ambos se combinan en la superficie de las plaquetas para formar un complejo
que, en presencia de calcio y fosfolipidos, activa el factor X. Este paso es crucial, ya que el
factor X activado (Xa) es el encargado de convertir la protrombina en trombina, lo que
permite que el fibrindgeno se transforme en fibrina, creando una red que estabiliza el

coagulo.
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En el contexto de la hemofilia, la deficiencia de alguno de estos factores tiene un
impacto significativo en el proceso de coagulacion. En la hemofilia A, la ausencia o
disfuncién del factor VIII impide la formacién del complejo necesario para activar el factor
X, lo que compromete la formacion del coagulo. En la hemofilia B, el defecto se encuentra en
el factor IX, que también es fundamental para la activacion del factor X. En ambos casos, la
incapacidad de formar un coagulo funcional conduce a una predisposicion a los sangrados

caracteristicos observados en la hemofilia.

1.1.3 Las diferencias genotipicas en la Hemofilia A. Patrones de Herencia

Los genes codificantes para estos factores se encuentran en el cromosoma X, lo que
implica qué la enfermedad es mas prevalente en hombres, dado que los mismos tienen un
solo cromosoma X en hemicigosis (46, XY), la presencia de una mutacion en el gen F§ o F9
en su unico cromosoma X es suficiente para que desarrollen hemofilia. Por otro lado, las
mujeres tienen dos cromosomas X (46, XX), por lo que una mutacion en uno de los genes
puede estar compensada por una copia funcional del gen en el otro cromosoma X. Esto
significa que las mujeres portadoras en heterocigosis de la mutaciéon en uno de sus
cromosomas X pueden no presentar la enfermedad, pero si transmitirla a sus hijos varones. La
mutacion causal de Hemofilia A suele ser heredada dentro de una familia con mas de un
probando en el 70 % de los casos leves y moderados, y s6lo en un 45 % de los casos severos,

siendo el resto de los casos esporadicos (Kasper & Lin, 2007).

Cuando una mujer es portadora, existe un 50 % de probabilidad de que cada uno de
sus hijos varones herede la enfermedad y un 50 % de que cada una de sus hijas sea portadora.
En el caso de un hombre con hemofilia, todas sus hijas serdn portadoras obligadas, mientras
que ninguno de sus hijos varones estara afectado, como puede visualizarse en la Figura 1.3

(Kasper & Lin, 2007).

En la mayoria de los casos de hemofilia A severa, los pacientes presentan grandes
inversiones cromosémicas en lugar de mutaciones puntuales, afectando principalmente el
intron 1 o el intron 22 del gen F8. Estas inversiones son consecuencia de una reparacion
erronea de rupturas de doble cadena en el ADN, mediante un proceso de recombinacion
homologa no alélica. Otros tipos de alteraciones asociadas a la hemofilia A grave incluyen

deleciones, inserciones y mutaciones puntuales de sentido erréoneo. Por otro lado, las formas
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moderadas o leves de hemofilia A suelen ser causadas por mutaciones sin sentido en el gen
F§ (Kasper & Lin, 2007).

Probabilidad

Figura 1.3: Patron de herencia de la hemofilia. Herencia ligada al sexo, en la primera generacion,
un cromosoma X con un gen mutante, indicado en rojo, se transmite de un vardon afectado de
Hemofilia a todas sus hijas (portadoras obligadas) pero a ninguno de sus hijos varones. Las hijas
heterocigotas se indican con circulos medio llenos de rojo. En la segunda generacion, un cromosoma
X con un gen mutante, indicado en rojo, se transmite de una madre heterocigota a la mitad de sus
hijos varones y a la mitad de sus hijas, en promedio, como puede observarse en la tercera generacion.

1.1.4 Genética molecular de la Hemofilia A: caracteristicas del 8 humano

y variantes causales

El F8 se ubica en la ultima megabase (Mb) del brazo largo del cromosoma X, en la
region Xq28. Ha sido el gen de mayor tamafio descripto hasta muchos afios después de su
aislamiento y caracterizacion en 1984, el mismo presenta 187 kilobases. Tiene una estructura
compleja de 26 exones y 25 intrones. Dentro del intron 22 se encuentra una secuencia de 9,5
kb denominada int22h-1, del inglés intron 22 homologous, pues existen dos copias ubicadas
fuera del F§, a 500 y 600 kb hacia el telomero Xq, int22h-2 e int22h-3, respectivamente,

inversamente orientadas entre si —Figura 1.4—. Estas copias tienen una homologia del 99,9
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% y estan involucradas en el mecanismo que origina casi el 50 % de las HA severas, la

inversion del intron 22 (Inv22).

La secuencia nucleotidica del ARNm del F'8, predice una proteina madura de 2.332
residuos de aminodcidos (aa), excluyendo los 19 residuos del péptido sefial que lidera la
exportacion de la proteina y es removido en el factor secretado. Residuos aa FVIIIL: 1-19
—péptido sefial—, 20-1332 —cadena pesada—, 1668-2351 —cadena liviana—. La
estructura primaria del FVIII maduro muestra tres tipos distintos de dominios en el orden:
NH2-A1 al A2 a2 B a3 A3 C1 C2-COOH; al, a2 y a3 son pequefios dominios

importantes para la actividad procoagulante (Vehar et al., 1984).

Xq28 k‘: wF 32 cromosoma X

tel Xq int22h-3 int22h-2 e F8  int22h-
10 11 17 18
1 2345 5739\ 1213 141516 \‘19202122 2324 25 26
I NV NN/ | ™SX\/s=" NI/ |
5 — HH—H H—H— i HHH—H—& @

Figura 1.4: Estructura del gen F8. Localizacion cromosoémica y caracteristicas moleculares del gen
F8 humano sobre Xq28. En la parte superior se presenta el cromosoma X humano visible por bandeo
G. En el centro se indica la orientacion de transcripcion del gen 8y la orientacion y ubicacion de las
secuencias homologas int22h-1, int22h-2 e int22h-3. En la parte inferior se muestra la orientacion del
gen, el tamafio y estructura exonica (en escala) del 8. Adaptado de Marchione (2018).

El gen F8, debido a su gran tamafio y compleja estructura, es propenso a una
variedad de defectos moleculares. Entre los méas comunes en la hemofilia A severa se
encuentran las inversiones del intron 22 (Inv22) (Lakich et al., 1993; J. Naylor et al., 1993) y
del intron 1 (Invl) (Bagnall et al., 2002), que representan el 42 % (Antonarakis et al., 1995;
C. De Brasi et al., 2000) y el 2 % (Rossetti et al., 2004) de los casos graves, respectivamente.
La Inv22, originada mayormente durante la meiosis masculina (Rossiter et al., 1994), se
produce a través de un mecanismo de recombinacién homoéloga no alélica entre la copia
intragénica int22h-1 y las copias teloméricas int22h-2 o int22h-3, generando dos tipos de
patrones de inversion —tipo I y tipo II— (Bagnall et al., 2006; C. D. De Brasi & Bowen,

2008; Naylor et al., 1995). A su vez, la recombinacion entre hl con copias int22h igualmente
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orientadas puede provocar deleciones o duplicaciones, pero no inversiones (Bagnall et al.,
2006). Un polimorfismo de inversion, que genera alelos h123 —80%—, y h132, —20%—,
explica la aparicion de los distintos tipos de Inv22 (Bagnall et al., 2006). De manera similar,
la inversion del intron 1 ocurre debido a recombinacidn entre secuencias homoélogas repetidas
en intlh (Bagnall et al., 2002). Otra mutacion frecuente es la duplicacion en tandem que
incluye el exon 13 (Dupl3), responsable del 32 % de los casos leves de hemofilia A en el
norte de Italia. La Dupl3 genera dos tipos de transcriptos, debido a procesos de splicing
alternativo: uno con el exon duplicado y otro sin alteraciones, este ultimo asociado a una

actividad residual de FVIIL:C y al fenotipo leve (Acquila et al., 2005).

HA severa HA moderada HA leve

SIN 1%

DSP 4% NS 4%
% OTRAS 1% h OTRAS 3% DSP3%._

DES DSP 4%
NS 12% )

OTRAS 2%

ID.FS9%

HADB* INV22 43%
MS 16%
INVL 2% MS 80% ———Ms 94%
ID.FS 17%
n=2.524 n=770 n=1.791
ID.IF 7%
DSP 3% OTRAS 2% DSP 7% DUP13 5% SIN 3%
DE 6%
NS 10%_ ID.FS A% DSP 10%
Serie
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Argentina MS 15%

__MS82%

ID.FS 16%_,.-"' INVI 1%
n=336 n=27 n=60
W INV22 NV Indel.Frameshift ™ Missense W Defectos de Splicing ~ W Otras
M sindnimas W indel.Inframe W Nonsense M Delecionesexénicas ' Dup Exén 13

Figura 1.5: Mutaciones causales de HA en el F8. Por columnas se muestran las distintas
severidades de HA. En la fila superior se muestra la frecuencia de mutaciones en la HADB, otras:
mutaciones con frecuencias menores al <1%, en HA severa: indel.inframe, Inserciones y mutaciones
sinbnimas; en HA moderada: grandes deleciones, mutaciones sinénimas e indel.inframe; y en HA
leve: mutaciones en 5’UTR, indel.inframe, indel.frameshift, nonsense y duplicacion inframe del Exon
13. En la fila inferior se muestra la frecuencia de mutaciones observada en familias de nuestra
poblacion con HA, otras: en HA severa: indel.inframe y mutaciones sindnimas. *Datos obtenidos de
la literatura y de la Base de Datos Internacional de HA (McVey et al., 2020).

En otros casos de hemofilia A, tanto graves como moderados y leves, se detectan
diversas mutaciones a lo largo del gen F§, incluidas grandes deleciones parciales o totales.
También se observan pequefas deleciones e inserciones (indel) que pueden mantener

(inframe) o alterar el marco de lectura (frameshift), provocando codones de terminacion
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prematuros, asi como mutaciones puntuales asociadas a cambios deletéreos que afectan la
secuencia de aminoacidos (missense), crean codones de terminacion (nonsense) o alteran el

correcto procesamiento del ARN mensajero, defectos de splicing —Figura 1.5—.

Actualmente, todas las variantes asociadas a HA se encuentran registradas y
actualizadas en bases de datos internacionales de libre acceso, como la del gen del FVIII
(F8), HADB (Base de Datos de Hemofilia A)' por parte de la Asociacion Europea para la
Hemofilia y Trastornos Afines (EAHAD) (McVey et al., 2020).

Es de destacar que la inversion 22 del intron 22 (Inv22) es la mutacion causal de HA
severa mas comun en la poblacién tanto internacional como nacional —Figura 1.5—. En
pacientes varones de Argentina la Inv22 tipo 1 representa el 39%, mientras que la Inv22 tipo

2 representa el 8% (Marchione, 2018).

1.1.5 Aspectos clinicos y terapéuticos en hemofilia: inhibidores

El tratamiento de la hemofilia se centra en el control de los episodios de sangrado
mediante la administracion de los factores de coagulacion que el paciente necesita, ajustados
a su perfil clinico. La infusidon intravenosa de concentrados del factor de coagulacion
deficiente puede realizarse por administracion al momento de una hemorragia para detenerla
—tratamiento episodico o a demanda—, o en pequenas dosis de forma regular —profilaxis—
para prevenir eventos. Este ultimo caso es el utilizado en pacientes con hemofilia severa. Los
regimenes profilacticos actuales, aunque muy eficaces, no previenen completamente las

enfermedades de las articulaciones en una perspectiva a largo plazo (Marchione, 2018).

En los afios 1984 y 1985 se aislaron y caracterizaron mediante clonado molecular los
genes F§ (Gitschier et al., 1984; Toole et al., 1984; Vehar et al., 1984; Wood et al., 1984) y
F9 (Yoshitake et al., 1985) lo que permitio la produccion in vitro del FVIII y FIX con fines
terapéuticos. Esta innovacion permitié evitar uno de los grandes problemas a los que se
enfrentaron los pacientes con Hemofilia a quienes les administraron plasma de personas no

hemofilicas: las infecciones con virus como el VIH y el VHC.

La complicacion actual mas seria asociada al tratamiento de la Hemofilia es el

desarrollo de aloanticuerpos que neutralizan el FVIII administrado terapéuticamente

! http://dbs.eahad.org/
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—inhibidor—. Como consecuencia del desarrollo de inhibidor, la terapia de reemplazo
tradicional se vuelve inefectiva, y es necesario el cambio a terapias hemostaticas alternativas,
usando agentes bypaseantes —neologismo derivado del término inglés bypassing, agentes
que estimulan la coagulacién por vias independientes a la del complejo Xasa— como el
FVIla recombinante y el CCPa (Concentrado del Complejo Protrombinico Activado) para
controlar las hemorragias severas, los cuales son menos eficientes y mas costosos (Teitel,

2018; Tomeo et al., 2021).

Los inhibidores se subclasifican como de alta respuesta (=5 UB/mL) y baja respuesta
(<5 UB/mL), y el titulo de inhibidor puede cambiar con el tiempo, en algunos casos
inhibidores de baja respuesta son transitorios y desaparecen sin tratamiento dentro de los seis
meses de la documentacion inicial, mientras que otros, permanecen con titulo bajo o se
incrementan en las posteriores exposiciones a productos, y pueden ser completamente
suprimidos o erradicados, con un régimen de induccion de inmuno-tolerancia (ITI),
tratamiento exitoso en el 60-80 % de los casos. El régimen de ITI implica la administracion
repetida a largo plazo de altas dosis de FVIII, similar a la profilaxis, para inducir una
disminucién en la respuesta inmune, lo cual convierte a esta terapia en un proceso muy
costoso —alrededor de €60.000 por mes— y que puede tomar varios afios para que la
tolerancia se establezca (Schep et al., 2018). Actualmente, se estima que entre el 20-30% de
los pacientes con hemofilia A severa desarrollan inhibidores, principalmente en los primeros
50 dias de exposicion al FVIII (EDs, dias de exposicion). La mayoria de los pacientes
previamente no tratados (PUPs, por sus siglas en inglés) desarrollan inhibidores después de
los primeros 10-15 EDs, y la incidencia acumulada de inhibidores tiende a estabilizarse
después de los 50-75 EDs (Hermans et al., 2012). En pacientes con hemofilia A leve o
moderada, la incidencia de inhibidores es menor, entre el 5-7 % (Wight & Paisley, 2003). Sin
embargo, el riesgo persiste a lo largo de la vida, dado que estos pacientes generalmente no
son tratados con concentrados de FVIII, sino con Desmopresina, una opcién mas segura y
econdmica para su tratamiento. Los inhibidores en estos casos suelen aparecer tras un

tratamiento intensivo asociado a una cirugia (Paul et al., 2023).

Diversos estudios han intentado desentrafar los complejos mecanismos
patofisiologicos que conducen al desarrollo de inhibidores del FVIII. A pesar de estos
esfuerzos, la etiologia exacta de este fendmeno inmunoldgico ain no estd completamente

esclarecida. Se considera que el desarrollo de inhibidores es multifactorial, y esta
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influenciado tanto por factores genéticos, no modificables, como por factores ambientales,
modificables —Figura 1.6—. Ademads de la severidad de la Hemofilia, se han identificado
dos factores de riesgo no modificables bien definidos: el tipo de mutacion causante en el gen
F8 y los antecedentes familiares de inhibidores. Las mutaciones que impiden la produccion
endogena de FVIII —mutaciones nulas—, como las grandes deleciones, las mutaciones sin
sentido y, tedricamente también, las prevalentes inversiones del intron 22, estdn asociadas
con un mayor riesgo de desarrollar inhibidores —Tabla 1.1—. Esto sugiere que la
introduccion de un nuevo antigeno en el sistema inmune del paciente es el principal

desencadenante en la formacion de inhibidores (Hay, 1999).

Factoresnomodificables
. Mutacié Historia
| GENETICA causal (F8.F9) famiar
Edad primera DEL :
infusion de
factor FVIIl o FIX FACHENIE ;Etnicidad?
o INHIBIDORES :
De;af\os del TIpO de
e factor
MEDIOEVBIENTE  rraTAMIENTO
° PACIENTE e o

cién

Factores modificables

Figura 1.6: Factores que influencian el riesgo para el desarrollo del inhibidor. Circulo verde:
factores no modificables. Circulos amarillo y violeta: factores modificables. Adaptado de Carcao y
Goudemand (2018).

Entre los factores de riesgo modificables —Figura 1.6—, considerados desafios del
sistema inmune, se encuentran la edad en la que comienza el tratamiento, asi como el régimen
y la intensidad de este en las primeras exposiciones, los cuales pueden influir en el desarrollo
de inhibidores. Otro factor puede ser el tipo de concentrado de FVIII empleado —por
ejemplo, FVIII derivado de plasma frente a FVIII recombinante—. Algunos estudios han
sefalado una menor incidencia de inhibidores con el uso de concentrados derivados de
plasma, aunque esto puede estar relacionado con la existencia de factores de confusion.

Ademas, se han identificado otras variables de riesgo en relacion con sefiales de peligro
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inmunolégico, como sangrados graves, cirugias, infecciones y vacunaciones, que podrian

desencadenar una respuesta inmune inespecifica (Astermark et al., 2013).

Riesgo de formar R.lesg'o .de formar
inhibidores a nivel L0 00 ]
Tipo de Mutacion . Argentina (n=123)
mundial (Carcao & .
Goudemand, 2018) (Marchione et al.,
> 2017)
Deleciones multidominio =75% 87%*
Mutaciones sin §ent1d0 de cadena 30-40% 259
liviana
Inversion del intrén 22 20-25% 25%%*

Nula Deleciones de dominio unico 15-25% 23%
Pequena: fzée;;o;filf:ercwnes 15-20% 12%
Mutaciones Sgle :zggdo en cadena 10-20% 249,

Mutaciones de sentido erroneo o o/ %
del FVIII <10% 1%
Pequeiias inserciones/ deleciones o o
No nula en zona A% <5% 12%
Mutaciones en el sitio de corte y <59 12%
empalme

Tabla 1.1: Factores de Riesgo no modificables para el desarrollo de inhibidores. Se muestran los
datos seglin tipo de mutacion, para la poblacién mundial y para la poblacién argentina. *valor P
significativo; ** region homopolimérica de nucledtidos Adenina

La generacion de anticuerpos anti-FVIII exdgeno sigue una respuesta inmune
clasica. En este proceso —Figura 1.7—, tras la exposicion inicial al FVIII, la proteina es
internalizada por células presentadoras de antigenos (APCs), que luego la presentan a las
células T helper CD4+ en el contexto del complejo HLA tipo II. Ante un entorno
proinflamatorio y activador, con un aumento de las sefiales coestimuladoras, las células T
CD4+ especificas para el FVIII se activan y diferencian, ayudando a las células B especificas
a expandirse y convertirse en células plasmaticas productoras de anticuerpos anti-FVIII, o en
células B de memoria (Astermark, 2015). Los anticuerpos anti-FVIII son policlonales,

mayormente de tipo IgG, con una alta prevalencia de 1gG4 (Irigoyen et al., 2017). Aunque
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estos anticuerpos inhibidores reconocen multiples epitopes, los dominios A2 y/o C2 del FVIII

son los objetivos mas comunes (Schep et al., 2018).
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Figura 1.7: Desarrollo de anticuerpos contra el FVIII. Las moléculas de FVIII administradas
pueden desencadenar una respuesta inmune, en la cual las células T y B cooperan para producir
anticuerpos. Este proceso implica la presentacion del FVIII por células especializadas y la activacion
de células T, lo que conduce a la produccién de anticuerpos y células de memoria. Adaptado de
Astermark y otros (2014) y Marchione (2018).

El riesgo de desarrollar inhibidores en familias con antecedentes de inhibidores es
tres veces mayor que en aquellas sin historia previa, lo que indica una alta concordancia
dentro de las familias. De hecho, los gemelos idénticos muestran un grado de concordancia
superior al de los hermanos no gemelos (Astermark etal., 2001) y se han reportado
asociaciones significativas entre la formacion de inhibidor y la presencia de polimorfismos en
genes codificantes de citoquinas y otras moléculas inmunoregulatorias: IL10, TNFA, CTLA4,
en varios grupos poblacionales (Oldenburg & Pavlova, 2006) con diferentes resultados
(Pavlova et al., 2009). Recientemente en nuestro laboratorio de GMH-ANM se analizaron
variantes en los genes indicados y se encontré una asociacion significativa para la variante
missense p.Thr17Ala (c.49A>G) en CTLA4 como factor de riesgo de inhibidor en pacientes
argentinos con HA severa y no en los otros marcadores, indicando la importancia de recabar

informacion sobre cada grupo poblacional (Marchione et al., 2016, 2017).
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Ademéds, se ha observado que ciertos factores del huésped también influyen en el
desarrollo de inhibidores, como puede ser la etnicidad. Los pacientes con ascendencia
africana con hemofilia A e inversion del intron 22 tienen un riesgo 2-3 veces mayor de
desarrollar inhibidores que los pacientes caucésicos (Gunasekera et al., 2015). Segin Viel y
otros (2009), la mayor prevalencia de inhibidores en afroamericanos puede explicarse por la
falta de coincidencia entre los haplotipos de FVIII de la poblacion afroamericana y los
productos terapéuticos utilizados. Sin embargo, otros estudios han mostrado un riesgo
aumentado en pacientes afroamericanos con la inversion del intron 22, incluso cuando sus
haplotipos coinciden con las isoformas caucésicas del FVIII, sugiriendo que los mecanismos
subyacentes a estas diferencias ain no estdn completamente comprendidos (Gunasekera
etal., 2015). Esto nos demuestra que hay otros factores genéticos relacionados con el
huésped que influyen en el desarrollo del inhibidor en HA y nos impulsa a estimar estos

parametros en nuestra region.

1.2 Herramientas moleculares para el estudio de ancestria

La hemofilia es un trastorno hereditario de la coagulacion sanguinea causado por
mutaciones en los genes que codifican para los factores de coagulacion VIII o IX. El
diagnostico y la caracterizacion de estas mutaciones son fundamentales para comprender la
enfermedad y desarrollar terapias adecuadas. En este trabajo, se emplearon diversas técnicas
de biologia molecular para estimar la mezcla génica y la ancestria individual en pacientes con

hemofilia.

En primer lugar, se utiliz6 la técnica de PCR-APLP (Polimorfismo en la Longitud de
los Productos Amplificados) para identificar polimorfismos de nucledtido unico (SNP)
asociados a la ancestria. En algunos casos, se implement6 un enfoque multiplex para analizar
multiples SNP simultineamente. Se siguid la propuesta de Patifio (2020), que consiste en el
disefio de cebadores modificados que reconocen variantes alélicas especificas. Para cada
SNP, se utilizaron tres cebadores: uno para el alelo ancestral, otro para el alelo variante y un

tercero comun a ambos alelos —Figura 1.8—.

Ademas, se empleo la técnica de PCR estandar para identificar marcadores genéticos

especificos asociados a inserciones o deleciones de secuencias Alu. Los productos de PCR se
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visualizaron mediante electroforesis en gel para determinar el tamafio de los fragmentos y

detectar las diferencias de peso molecular.

Otra técnica utilizada en la identificacion de polimorfismos es la digestion enzimatica
de PCR-RFLPs —polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion—, esta técnica
permite observar diferentes patrones de lectura al amplificar alelos de un mismo gen que
difieren por la presencia de un sitio de restriccion variable. Este método no se basa en un
cambio identificable de la expresion de caracteres morfologicos o funcionales, sino en la
deteccion de aquellas variantes de la secuencia del ADN (codificante o no) que tienen como

consecuencia la pérdida o ganancia de sitios de restriccion (Cabrera & Sénchez, 2001).
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Figura 1.8: Diseiio de cebadores. Se detallan los dos cebadores alelos especificos, disefiados para

identificar las variantes esperadas, y el cebador antisentido que es igual para los dos anteriores.
Modificado de Patifio (2020).

1.3 El problema de investigacion

Los pacientes con HA son tratados eficientemente con concentrados de FVIII,
permitiendo una expectativa de vida normal, sin embargo, el 20-30% de los casos con HA
severa desarrollan anticuerpos neutralizantes —inhibidores— haciendo ineficaz la terapia de

reemplazo.
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Si bien se ha demostrado que el desarrollo del inhibidor del FVIII es un rasgo
multifactorial y la relacion mas fuerte encontrada es con el tipo de mutacion causal. Aquellas
mutaciones que previenen la sintesis endogena de factor (null mutations), como grandes
deleciones, mutaciones nonsense y la recurrente Inv22, estan asociadas a un alto/moderado
riesgo relativo a desarrollar inhibidor, mientras que mutaciones missense, pequenas
deleciones/inserciones y mutaciones que afectan el splicing, a un bajo riesgo. Sin embargo,
algunos pacientes con mutaciones de alto riesgo no desarrollan el inhibidor, poniendo en

evidencia que aln existen factores desconocidos.

Algunos estudios han reportado que personas afrodescendientes mostraron un mayor
riesgo de inhibidor que “caucasicos” (Gunasekera et al., 2015; Viel et al., 2009), sefialando la

importancia que el origen poblacional puede tener entre estos otros factores genéticos.

Con este estado del conocimiento, se hace evidente la necesidad de realizar estudios en
poblaciones especificas para estimar cada uno de factores de riesgo de inhibidor en cada
region del mundo, caracterizadas por una composicion poblacional y una cultura especifica

subyacente.

1.4 Justificacion

Existe numerosa evidencia clinico-epidemioldgica que muestra la asociacion de
determinadas variantes genéticas con indicadores de salud en ciertos grupos, indicando que el
conocimiento de la composicion de cada poblacion y el origen de la ancestria de los
individuos que la componen es de gran utilidad para generar y explorar hipotesis sobre
factores de riesgo genéticos y ambientales locales y sus interacciones, de gran impacto en
biomedicina (Peprah et al., 2015). Estas diferencias estan asociadas a la frecuencia de las
variantes genéticas que subyacen a la susceptibilidad de cada enfermedad, condicion o
indicador de salud. Esa relacion puede evidenciarse, muy sucintamente, en los siguientes
ejemplos: el grado de componente ancestral europeo en mujeres latinas se relaciona con un
riesgo incrementado de cancer de mama (Fejerman et al., 2014); el componente amerindio se
asocia a mayor vulnerabilidad ante el lupus eritematoso (Sanchez et al., 2011; Seldin et al.,
2008), el componente ancestral afroamericano en la poblacion americana e hispanolatina se

asocia a mayor vulnerabilidad ante la enfermedad renal (Kramer et al., 2017), los melanomas
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son mas comunes en los europeos, la hipertension en los subsaharianos y la diabetes tipo II en
amerindios (Bertoni, 2011). Park y otros (2017) analizaron las frecuencias de varios tipos de
cancer en distintas poblaciones a nivel mundial, encontrando mayores valores de tumores de
prostata en africanos, de mamas en personas de ancestria europea, y colorectal, esofago y

pulmoén en asiaticos del este.

La estimacion de ancestria individual mediante AIMs (Marcadores Informativos de
Ancestria, por su sigla en inglés), adquiere gran relevancia en el estudio de la composicion
poblacional en regiones como Sudamérica, que han atravesado intensos procesos de
mestizaje, lo que también tiene implicancia en ciencias de la salud (Russo et al., 2016).
Conocer como estd compuesta la poblacion tiene importancia en biomedicina, ya que la
presencia de los aportes autdctonos y subsaharianos nos previene acerca del error de asumir
que las patologias con bases genéticas de distribucion poblacional diferencial registraron las

mismas frecuencias en nuestro pais que en Europa (Avena et al., 2006).

Por lo tanto, consideramos fundamental profundizar en el conocimiento sobre el
desarrollo del anticuerpo inhibidor. Esto nos permitira optimizar la seleccion de tratamientos,
adaptandolos a las necesidades individuales de cada paciente y, en consecuencia, mejorar

significativamente su calidad de vida.

1.5 Pregunta de investigacion

(Requiere la poblaciéon argentina, de acuerdo a su mestizaje, tratamientos
individualizados para la Hemofilia diferentes a los usados tipicamente en las sociedades

europeas?

1.6 Hipotesis

Hipotesis principal:

Los pacientes con Hemofilia A severa que desarrollan el anticuerpo inhibidor de la

terapia tienen un origen comun de sus antepasados, con un mayor aporte africano, diferente a
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quienes no desarrollan el anticuerpo inhibidor, cuyos antepasados presentan un origen

distinto, con un mayor aporte europeo.

Hipotesis secundaria:

El origen de los antepasados de los pacientes con Hemofilia nos brinda informacién
clave para entender el origen de la diversidad de las mutaciones que generan el fenotipo
severo de dicha enfermedad, brindando informacién que nos permite indagar sobre otros

factores que afectan el desarrollo o no del anticuerpo inhibidor de la terapia.

1.7 Objetivos generales y especificos

jeti neral

Este proyecto tiene como objetivo principal la investigacion de factores genéticos
predisponentes y la influencia en el desarrollo del anticuerpo inhibidor en pacientes con HA
severa. Se propone de esta forma analizar 60 familias argentinas mediante la estimacion de la
mezcla génica y la ancestria individual de uno de sus miembros, acompafiado de un analisis
estadistico caso control en pacientes estratificados por la mutacion causal recurrente Inv22,

para estimar localmente los factores de riesgo de inhibidor en nuestra poblacion.

Estos datos permitiran identificar nuevos marcadores en pacientes argentinos con HA,
que podrian modular el fenotipo hemofilico influenciando su potencial régimen terapéutico,
conocer el perfil genético especifico de cada paciente, y asi clasificar a los pacientes en
distintos grupos de riesgo, para ayudar al médico a predecir la eficacia de la terapia de

reemplazo en cada caso particular.

Objetivos Especificos

e Validar la metodologia propuesta —30 AIMs de herencia biparental— para la

muestra trabajada.
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e Estudiar AIMs en 30 individuos de la poblacion estratificada por mutacion
causal (Inv22) de pacientes locales con HA severa sin desarrollo de

anticuerpo inhibidor.

e Estudiar AIMs en 30 individuos de la poblacion estratificada por mutacion
causal (Inv22) de pacientes locales con HA severa con desarrollo de

anticuerpo inhibidor.

e Estimar la mezcla génica y la ancestria individual en pacientes con HA,

especificamente con la mutacion causal Inv22.

e [Establecer el tipo de correlacion existente entre el desarrollo del anticuerpo

inhibidor anti FVIII y la ancestria individual.

1.8 Organizacion del trabajo

Este capitulo introductorio aborda los antecedentes de la enfermedad hemofilica e
incluye una breve referencia a las herramientas moleculares empleadas. Ademas, se presenta
la pregunta de investigacion, la justificacion, y los objetivos e hipdtesis que guian el

desarrollo de esta tesis.

En el segundo capitulo, se describe el marco tedrico de la antropologia biologica,
proporcionando los fundamentos necesarios para contextualizar el estudio. El tercer capitulo
detalla los materiales y métodos utilizados, especificando tanto los procedimientos realizados

en el laboratorio como el anélisis informatico y estadistico implementado.

El cuarto capitulo expone los resultados obtenidos, tanto para la puesta a punto de la
técnica como para el andlisis de ancestria individual y poblacional. Finalmente, en el quinto
capitulo, se desarrollan las discusiones y se presentan las conclusiones derivadas de esta

investigacion.

La tesis concluye con la bibliografia citada y los anexos, que incluyen aprobaciones del

comité de ética y tablas complementarias con los resultados.
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2.1 Antropologia Biologica

La antropologia bioldgica tiene como fin el estudio de la variabilidad bioldgica de los
seres humanos. Dentro de la misma se encuentran una variabilidad de enfoques como pueden
ser los estudios de genética de poblaciones, bioarqueologia, biodemografia, como asi también

de crecimiento y desarrollo.

En particular, desde la antropogenética, el estudio genético de las poblaciones se centra
en comparar diferentes grupos a partir de la identificacion y la frecuencia de distintos
marcadores moleculares. Resulta de particular interés el analisis de marcadores que presentan

una distribucion diferencial en las distintas poblaciones humanas.

Durante mucho tiempo, dentro de la arqueologia existieron multiples teorias sobre el
origen de los hombres anatomicamente modernos, dato que no se podia saldar con la
evidencia de restos humanos encontrados hasta ese momento. Con los avances en la genética,
Cann, y otros (1987), se propusieron analizar el ADN mitocondrial (ADNmt) de las
poblaciones actuales en los distintos continentes, viendo cuanto se diferenciaban unas de
otras. El ADNmt se transmite por linea materna, de madres a hijos e hijas, esta caracteristica
junto con su tasa de mutacion mas rapida y minima recombinacion permitieron generar un
buen reloj molecular. De esta forma pudieron identificar que los humanos, o al menos las
mujeres humanas que transmitieron sus mitocondrias a sus hijas e hijos, provenian de Africa.
Posteriormente, nuevos hallazgos arqueoldgicos dieron sustento a esta teoria que se

denominé “La Eva Mitocondrial”.

Mas adelante se pudo analizar el cromosoma Y, logrando hacer este mismo tipo de
analisis, pero en el caso de los varones, ya que es heredado de padres a hijos (Jobling &
Tyler-Smith, 2003; Karafet et al., 2008; Y Chromosome Consortium, 2002). Estos estudios

dieron una informacion similar a la brindada por el ADNmt, dando mayor sustento a la teoria.

Actualmente, los estudios genéticos han abierto una multiplicidad de caminos posibles.
Entre ellos se encuentra el avance en el ADN antiguo —extraer ADN de restos fosiles—,
logrando analizar, por ejemplo, el ADN neandertal, por parte del grupo dirigido por el
reciente ganador del Premio Nobel (2022): Svante Piddbo (Pddbo, 2014). Estas evidencias

permitieron encontrar que compartimos gran parte del genoma, sustentando la teoria que
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propone que el Homo neanderthalensis y el Homo sapiens pudieron tener crias viables,

siendo que parte del genoma neandertal vive en nosotros hoy en dia (Reilly et al., 2022).

El estudio de ADN en poblaciones actuales también ha crecido y tomado sus
ramificaciones. Por un lado, sigue siendo importante el analisis de los marcadores
uniparentales —ADNmt y Cromosoma Y—, ya que nos brindan informacidn sexo-especifica.
En el caso del ADNmt, el primero en ser estudiado, se han definido distintos haplogrupos
denominados con las letras del abecedario, cuya caracteristica es contener ciertas variantes
—inserciones, deleciones y/o mutaciones— respecto a una secuencia mitocondrial de
referencia. Estos haplogrupos presentan distintas frecuencias en distintas regiones del planeta,
y a su vez se han clasificado en sub-haplogrupos y haplotipos, més especificos®. De esta
forma se ha identificado el Macro-haplogrupo L originario de Africa subsahariana, mientras
que en Europa uno de los haplogrupos mas frecuentes es el H (Behar et al., 2012; van Oven

& Kayser, 2009).

Entre estos estudios podemos destacar los que se elaboraron con el fin de conocer a los
primeros pobladores de América: a través de muestras de sangre de poblaciones actuales los
analisis de ADNmt definieron cuatro haplogrupos para sudamérica —A, B, C, D—,
provenientes de Asia, donde existen también otros haplogrupos —por ejemplo M, F, E—
ademads de los mencionados, evidenciando asi un ingreso de solo algunos de los haplogrupos
asiaticos en Sudamérica (Bodner etal., 2012; Brandini et al., 2018; Llamas et al., 2016;
Perego et al., 2009; Tamm et al., 2007), incluso se pudo diferenciar al menos dos de las rutas
tomadas dentro del continente, diferenciando los grupos que poblaron el Amazonas respecto

a los que poblaron los Andes (Gomez-Carballa et al., 2018).

De igual manera, se ha analizado el cromosoma Y, de herencia paterna. Los
haplogrupos también se han denominado con las letras del abecedario’, destacando el
haplogrupo Q para América (Bailliet et al., 2009; Bisso-Machado et al., 2011; Bortolini et al.,
2003; Jota et al., 2011). A modo de ejemplo, gracias a estos estudios, que son inicamente de
herencia paterna, se ha podido estudiar genéticamente la poblacion asidtica de la region que
va del Caspio al Pacifico, encontrando que un 8% comparte el mismo antepasado,

probablemente Genghis Khan (Zerjal et al., 2003).

2 La clasificacién de cada haplogrupo y sus variantes puede verse detallada en el siguiente la pagina de

Phylotree: https://www.phylotree.org/tree/index.htm.
? La clasificacion de cada haplogrupo y sus variantes puede verse detallada en el siguiente la pagina de
Phylotree: https://www.phylotree.org/Y/tree/index.htm
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Por otro lado, sumado a estas lineas de investigacion mencionadas, encontramos dentro
de la antropologia bioldgica trabajos con marcadores genéticos biparentales. Es decir, de
herencia tanto materna como paterna. Los marcadores biparentales nos brindan resultados
que indican la ancestria de los distintos antepasados, lo que nos permite abordar el estudio de

la estructura poblacional (Alexander et al., 2009; Li et al., 2008; Pritchard et al., 2000).

Se han utilizado diversas herramientas moleculares para llevar a cabo estos estudios:
como técnicas de fluorescencia, PCR en tiempo real (RT-PCR), y polimorfismo de
conformacion de cadena individual de ADN (SSCP). Estas permiten estudiar la estructura
poblacional de una ciudad al aportar informacion sobre la ancestria de diversos linajes. Entre
los marcadores biparentales, los microsatélites, también conocidos como STRs (short tandem
repeats) o SSC (simple sequence repeat), destacan como identificadores genéticos Unicos.
Estos marcadores se han aplicado en estudios de ancestria debido a las diferencias en las
frecuencias de sus repeticiones en diversas poblaciones (Crossetti et al., 2008; Marcat et al.,

2024; Silva et al., 2012).

Es de destacar que recientemente las tecnologias avanzadas han permitido la inclusion
de una mayor cantidad de marcadores bialélicos, como los chips de ADN, que pueden
analizar numerosas muestras simultineamente. Este enfoque de andlisis poblacional es
altamente eficaz, aunque sus costos y requerimientos de equipos especializados limitan su

accesibilidad (Huerta-Chagoya et al., 2019).

Buscando métodos que abaraten costos encontramos los Marcadores Informativos de
Ancestria. Estos reflejan el origen continental de los ancestros biparentales de un individuo.
Cada AIM tiene el poder de informarnos un origen continental determinado. Estos
marcadores son SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), e INDELs (Insercién/delecion)
seleccionados para maximizar la diferencia absoluta en la frecuencia alélica entre dos

poblaciones ancestrales (Patifio, 2020).

La implementacion de AIMS implica analizar 30 marcadores bialélicos, de herencia
biparental, considerando que esta es una cantidad aceptable para la determinacion del origen
continental de la ancestria individual (Ruiz-Linares et al., 2014; Ruiz-Narvaez et al., 2011;
Russo et al., 2016). Dichos marcadores presentan frecuencias diferenciales entre las tres
poblaciones que se consideran parentales para Argentina: nativa americana, europea
—principalmente Italia y Espafia— y africana-subsahariana y han sido seleccionados

considerando la base de datos gendmicos HapMap Fase III, tomando como criterio una
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diferencia mayor del 40% entre una parental respecto a las otras dos, siendo a su vez la
diferencia entre éstas menor al 5%, evitando asi el enmascaramiento. Gracias a la distribucion
diferencial de sus frecuencias, los marcadores permiten calcular el grado de aporte de cada

parental en la poblacion receptora.

De los 30 marcadores propuestos por Patifio (2020), 29 se identificaron mediante el
analisis de secuencias de ADN en los que se observan cambios puntuales de una base
nucleotidica, mientras que el marcador restante corresponde a una mutacion de
insercion/delecion de una secuencia Alu de 300 pares de bases. Las inserciones Alu ocurren
como resultado de un evento mutacional Unico, y su estado ancestral es conocido. Esto
permite, al igual que los SNPs, diferenciar variantes que presentan una distribucion
diferenciada entre distintas poblaciones humanas (Gémez Pérez et al., 2007). La insercion de
la apo-lipoproteina Al (codigo Genbank: rs3138522), generada por el gen APOAI, esta
relacionada con el metabolismo lipidico, promoviendo la movilizacion de colesterol de los
tejidos hacia el higado para su excrecion. Esta variante con la insercion es predominante en la

mayoria de las poblaciones fuera de Africa y en algunas subsaharianas (Doldan, 2014).

Entre los SNPs seleccionados, muchos estan estrechamente asociados con la
pigmentacién de la piel y evidencian variaciones en la expresion de proteinas (EURO,
SLC24A5, ROPNIL, WI-11153, TYRI192, WI-11909, coédigos Genbank: rs734780,
151426654, rs2278354, rs17203, rs1042602, rs695). Estos SNPs han sido documentados en
estudios de ancestria y etnicidad en diferentes poblaciones globales (Lee et al., 2010; Pizarro
et al., 2019; Shriver et al., 2003). En poblaciones afroamericanas, estos marcadores han sido
usados para examinar fenotipos relacionados con el envejecimiento en adultos (TYR192,
LPL, Genbank: rs1042602, rS285, Reiner et al., 2005), en estudios de mezcla poblacional
(DRD2 Genbank: rS1800498, Kang etal.,, 2011), y como indicadores en estudios de
asociacion genética, incluyendo diabetes tipo 2 y enfermedad renal terminal (WI-7423,
Genbank: rS2816, Keene et al., 2008) y la incidencia de hipertension en mujeres jovenes en
relacion con herencia genética e indice de masa corporal (KLHL29, Genbank: rS2288697,

Taylor et al., 2010).

En poblaciones italiana y mexicana, ciertos SNPs (CYP19-E2, Genbank: rs4646) se
han tipificado en estudios sobre cancer de mama (Beltran-Sarmiento et al., 2016; Cocca et al.,
2016) y también han mostrado relevancia en farmacogendémica (Bonifaz-Pefia et al., 2014).

Por otra parte, los polimorfismos en genes como el GC receptor de vitamina D (Genbank:
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rs7041) se han relacionado con distintas enfermedades en poblaciones asidticas (Wang et al.,
2018), europeas (Miller et al., 2018), e iranies (Nazemisalman et al., 2019), asi como en
estudios de ancestria en poblaciones multiétnicas (Lee et al., 2010). Ademads, el marcador
FY*null (Genbank: rS2814778) esta casi fijado en numerosas poblaciones africanas
subsaharianas y generalmente ausente en Europa, Asia y América, se considera una ventaja
adaptativa que ofrece resistencia contra el parasito Plasmodium vivax, causante de una forma
grave de malaria (Mansilla, 2010). Para el resto de los polimorfismos, aunque no se conoce
su funcidn bioldgica, se eligieron debido a que, al igual que los anteriores, cumplen con la
condicion de presentar diferencias alélicas superiores al 40 % entre una poblacion parental y

las otras dos —euroasiatica, nativo americana y afro-subsahariana—.

A partir de los avances y enfoques descriptos, podemos concluir que la antropologia
biologica, en particular la perspectiva de la antropogenética, ha permitido profundizar el
entendimiento de la variabilidad bioldgica de los seres humanos mediante el analisis de
marcadores genéticos. Estos estudios constituyen herramientas fundamentales para esclarecer
aspectos historicos y demograficos de las poblaciones humanas, ademés de abrir nuevas
posibilidades en la investigacion de ancestria y estructura poblacional. Cabe destacar que el
conocimiento de la composicion genética de una poblacidn tiene un potencial significativo en
la practica médica, ya que permite identificar factores de riesgo especificos en relacion con

patologias de base genética, cuya prevalencia puede variar entre diferentes grupos humanos.
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3.1 Muestreo

Las muestras de sangre periférica que fueron utilizadas corresponden a aquellas
obtenidas a propdsito de la oferta de diagnostico molecular y deteccion de portadoras en
familias afectadas por HA y son tomadas por el médico hematologo de la Fundacion de la
Hemofilia, una vez obtenido un consentimiento informado. Se certifica que la informacion
que pueda surgir del analisis genético, sera utilizada en forma andnima, solo en el contexto
del estudio cientifico y no serd usada para fines no cientificos bajo ninguna circunstancia. Se
mantendrd la confidencialidad de toda la informacién de este estudio segun pautas de la
legislacion nacional e internacional vigente. El nombre de los pacientes cuyas muestras de
sangre han sido utilizadas solidariamente, no sera almacenado en ningun registro ni revelado
en ninguna publicacion o presentacion de los resultados del estudio. Se seguiran
estrictamente las pautas éticas internacionales. Todo el proceso ha sido analizado y aprobado
por el Comité de Etica de la Academia Nacional de Medicina, se adjunta en el Anexo I el

consentimiento informado y el Anexo II los documentos respaldatorios de su aprobacion.

Hasta julio de 2023, nuestra serie incluye estudios genéticos-moleculares de mas de
1300 muestras de ADN gendmico, correspondientes a probandos y miembros en riesgo de
610 familias con HA. Estas estan clasificadas como severas —449—, moderadas —56—y
leves —105—. Los porcentajes de las series de pacientes argentinos con hemofilia se alinean
perfectamente con los estimados a partir de las series internacionales compiladas en bases de
datos especificas. La informacion sobre las variantes de los genes del F'§ se recopila en bases
de datos internacionales de acceso libre, tales como las desarrolladas por el Centro para el
Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) de los EE.UU., llamadas CDC Hemophilia
Mutation Project*; y por la Asociacion Europea para la Hemofilia y Trastornos Afines’ para

los genes del F'§ (n=3052).

Para este estudio se seleccionaron 65 individuos no relacionados biologicamente de
pacientes argentinos ya estudiados en cuanto a la mutacion causal en el 8. De cada paciente
se computa la informacion bioquimica —tipo y titulo de inhibidor; FVIII:C— y clinica
—historias de sangrado, tipo y protocolos terapéuticos, ITI, etc.—, y se realiza el estudio de

genotipificacion del F8. De esta forma se seleccionaron pacientes con HA severa, en

* CHAMPs, URL: //www.cdc.gov/ncbddd/hemophilia/champs.html
S EAHAD, URL: //dbs.eahad.org/
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particular con la inversion del intrén 22 (Inv22). Esta decision esta ligada a la posibilidad de
seleccionar la mutacion que presenta mayor recurrencia en HA severa, 47% —Figura 1.5—,
y es considerada de alto riesgo de formar inhibidores en la poblacion argentina, 25% —Tabla
1.1—. De ese modo la poblacion estudiada queda estratificada y definida por tipo de variante
causal HA (Inv22), lo que permite la identificacion de factores modificadores del fenotipo de
segundo orden, de menor potencia predictiva - ancestria-, cuya influencia en el fenotipo bajo

analisis se veria enmascarada por el factor de primer orden en poblaciones no estratificadas.

Ademas se considerd Unicamente a pacientes que residan en la Ciudad Autéonoma de
Buenos Aires y el conurbano bonaerense —AMBA, Area Metropolitana de Buenos Aires—,
esto se relaciona con la posibilidad de comparar los resultados de ancestria con muestras ya
trabajadas previamente (Avena etal., 2012; Avena etal., 2001; Fejerman etal., 2005;
Martinez Marignac et al., 2004; Patifio, 2020).

Finalmente, con el fin de comparar la ancestria entre la poblacion que desarrolla
inhibidores a la terapia y quienes no lo hacen, del total de 65 individuos se seleccionaron 31
que no generaron ninguna reaccion al tratamiento, mientras que 34 presentaron una reaccion

negativa al tratamiento.

3.2 Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN se utilizé el protocolo propuesto por Lahiri y Nurnberger
(1991) a partir de leucocitos de sangre periférica por el método de salting out y precipitacion

alcohodlica.

El proceso experimental se dividi6 en tres etapas. Se partio de 2-5 ml de sangre
periférica de sangre entera anticoagulada con Etilen Diamin Tetra-Acetato (EDTA) (5 %). En
primer lugar, se realizaron lavados de los globulos blancos, lisando los glébulos rojos por
hipotonia, mediante el agregado de TIOE10°. Luego el pellet de leucocitos obtenido se
sometio a una digestion enzimatica con 50 pl de Proteinasa K (Promega, USA) concentracion
20 pg/ul y 4,5 ml de Buffer PK’, para generar la lisis de membranas celulares y liberar el

ADN genomico, se incub6 durante toda la noche —aproximadamente 16 horas— en estufa a

® T10E10: Tris-HCI 10 mM, EDTA 10 mM
7 Buffer PK: Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 5 mM, SDS 0,5 %
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37°C. Finalmente, el producto de lisis celular se desproteinizo por el agregado de 1,6 ml de
solucion sobresaturada de NaCl (6 M) por cada 4,5 ml de volumen de la digestion con PK, se
mezcld por inversion, se incubd 15 minutos en heladera (4°C) y se centrifugé por 20 minutos
a 4000 g. Se recupero el sobrenadante y por precipitacion con etanol absoluto se obtuvo el
ADN. Una vez seco, el ADN fue resuspendido en un volumen variable (50-300 pl) de

T10E1® acorde a la cantidad de ADN obtenido y almacenado a bajas temperaturas.

La concentracion, calidad y pureza de las muestras de ADN se evaluaron por electroforesis

en gel de agarosa y espectrofotometria UV (260/280 nm).

3.3 Estimacion del tipo de variante presente en el F8

Algoritmo de analisis molecular en Hemofilia A: todas las variantes pueden ser
detectadas y caracterizadas a través de un algoritmo de diagndstico disefiado en el laboratorio
GMH-ANM; que nos permite determinar el genotipo en el gen del Factor 8 (F'§), integrando
ordenadamente distintos procedimientos de biologia molecular en HA definida para cada
rango de severidad. Primero se caracterizan las inversiones recurrentes (Inv22 e Inv1) en los
pacientes con HA severa, mediante una técnica basada en PCR-inversa (IS-PCR) sobre el gen
F8 siguiendo los protocolos descritos por Rossetti et al. (2008) y Abelleyro et al. (2016);
luego, por amplificacion de todas las regiones codificantes se determina la presencia de
deleciones por ausencia de sefiales PCR-exon especificas (38 amplimeros), en varones
hemicigotas en F§. Las variantes pequenas se caracterizan mediante secuenciacion de Sanger,
en nuestro caso, anteponiendo una técnica de screening la técnica de electroforesis en gel de
conformacion sensible (CSGE), que nos permite reducir de manera considerable los costos

del estudio (Rossetti et al., 2007).

Aquellos pacientes con HA severa que resultaron informativos a través de la técnica de

[S-PCR para la Inv22, fueron sujetos de este estudio.

8 T10EI: Tris-HC1 10 mM, EDTA 1 mM
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3.4 Analisis de marcadores genéticos biparentales para

estimar la ancestria genética

Para estimar la mezcla génica en nuestra poblacion, se seleccionaron 30 marcadores
bialélicos autosomicos con frecuencias alélicas distintivas en las poblaciones parentales
—nativo americana, europea y africana—; en la Tabla 3.1 se encuentran detallados junto con
su codigo de identificacion y las frecuencias alélicas para cada poblacion. Estos marcadores
fueron identificados a partir de la base de datos HapMap Fase III, considerando una
diferencia mayor al 40% en la frecuencia alélica entre una poblacion y las otras dos. La

mayoria de los marcadores corresponden a polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs),

mientras que uno corresponde a una insercion/delecion de una secuencia Alu — APO,
rs3138522—.
rs dbSNP % EURO % AMER % AFRI
7211306 (OGFOD?3) 0,280 0,900 0,290
13069719 (FOXP1) 0,850 0,090 0,840
2288697 (KLHL29) 0,030 0,850 0,010
2065982 (AMER1) 0,060 0,810 0,090
1426654 (SLC24A5) 1,000 0,050 0,020
8009244 (DLGAPS) 0,890 0,910 0,140
12469563 (AMER4) 0,030 0,760 0,000
16897585 (AMER?2) 0,000 0,780 0,000
596985 (ROR1) 0,970 0,990 0,130
5025718 (NOTCH2) 0,870 0,880 0,030
2384319 (KIF3C) 0,070 0,830 0,060
4646 (CYP19-E2) 0,280 0,740 0,330
2278354 (ROPNI1L) 0,900 0,240 0,280
1871534 (SLC39A4) 0,010 0,030 0,950
2763 (WI-9231) 0,140 0,540 0,120
984303 (PTPRO) 1,000 0,980 0,210
2695 (WI-11909) 0,880 0,180 0,800
734780 (EURO) 0,080 0,730 0,740
9290363 (MECOM) 0,090 0,100 0,880
10510511 0,020 0,920 0,000
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3870336 (DAG1) 0,090 0,940 0,090
2042314 0,150 1,000 0,140
3138522 (APO) 0,960 0,966 0,69
7041 (GC*S) 0,607 0,542 0,069
1800498 (DRD2) 0,614 0,031 0,146
2816 (WI-7423) 0,476 0,058 0,000
17203 (WI-11153) 0,133 0,819 0,785
285 (LPL) 0,492 0,442 0,971
2814778 (FY*NULL) 0,000 0,000 0,999
1042602 (TYR192) 0,449 0,034 0,005

Tabla 3.1: Marcadores utilizados. Se detallan los marcadores seleccionados con codigo de referencia
del polimorfismo de nucledtido unico (rs dbSNP) en la base de datos NCBI (National Center for
Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine’) y frecuencias alélicas en las
parentales (% Ancestria).

3.4.1. PCR

La determinacion por PCR-APLP se realizo utilizando en la mezcla de reaccion 4ul de
buffer de reaccion Green Promega (5X), 0.8ul de CI2Mg 25 mM, 0.45ul de la mezcla de
cebadores de cada multiplex, 0.08ul de una mezcla de los cuatro desoxirribonucleotidos
trifosfato 10 mM, 0,06pul de GoTaq Polimerasa Promega y 14ul de agua calidad biologia
molecular para completar 20ul de volumen final de reacciéon. A cada tubo se le agregaron
0.5ul de ADN genoémico (50ng/ul) y para cada set de cebadores se establecid una
concentracion Optima. Las distintas PCR-APLP cumplieron la configuracion de etapas

detallada en la Tabla 3.2.

Etapas Temperatura (°C) Ciclos Tiempo
Desnaturalizacion 94 1 5 minutos
inicial
Desnaturalizacion 94 1 minuto
Hibridacion Variable 30-35 1 minuto
Polimerizacion 72 1 minuto

? https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
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Extension final 72 1 5 minutos

Tabla 3.2: Etapas de las PCR para APLP. Se detallan las etapas, temperatura en grados centigrados,
cantidad de ciclos y el tiempo de cada etapa.

La determinacion por PCR-RFLP se realiz6 utilizando en la mezcla de reaccion 3ul de
buffer de reaccion Green Promega (5X), Iul de CI2Mg 25 mM, 0.6ul de la mezcla de
cebadores correspondientes, 0.07ul de una mezcla de los cuatro desoxirribonucleotidos
trifosfato 10 mM, 0,07ul de GoTaq Polimerasa Promega y 8.26ul de agua calidad biologia
molecular para completar 15ul de volumen final de reaccion. A cada tubo se le agregaron 2ul
de ADN genomico (50ng/ul) y para cada set de cebadores se establecid una concentracion
Optima. Las distintas PCR-RFLP cumplieron la configuracion de etapas detallada en la Tabla

3.3.

Etapas Temperatura (°C) Ciclos Tiempo
Desnaturalizacion 94 1 5 minutos
inicial
Desnaturalizacion 94 45 segundos
Hibridacién Variable 33 45 segundos
Polimerizacion 72 45 segundos
Extension final 72 1 10 minutos

Tabla 3.3: Etapas de las PCR para RFLP. Se detallan las etapas, temperatura en grados centigrados,
cantidad de ciclos y el tiempo de cada etapa.

Modificando levemente la propuesta de Patifio (2020) —Figura 1.8—, decidimos
analizar estos 30 marcadores a través de utilizar 7 PCR-APLP-Multiplex, 7 PCR-APLP y 8
PCR-RFLP. Las multiplex originalmente desarrolladas por la autora eran 4 grupos de entre 4
y 5 marcadores cada una. Sin embargo, durante la puesta a punto de la técnica observamos
que la resolucién obtenida no era adecuada, por lo que optamos por dividir los grupos para

mejorar la exactitud en los resultados.

Las maltiples propuestas mantienen la denominacion del I al 1V, dividiéndolas en A y B
cada una de ellas. En la Tabla 3.4 se encuentran detallados los marcadores con sus codigos de
referencia del polimorfismo de nucledtido tUnico (rs dbSNP, por su sigla en inglés), los

cebadores —indicando F para Foward y R para Reverse—, la secuencia de cada cebador en
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sentido 5°-3°, el tamano del amplicon esperado, concentracion de cebador y por Gltimo la

temperatura de hibridacion y la cantidad de ciclos por PCR.

dbSNP
rs

Marcador

Cebador

Secuencia (5°-3")

Tamaiio
del
amplicon

Concentracion

cebador 20x

F1/G ATGTATAATCTCGGCAAACG 70 5uM
7211306 | OGFOD3 F2/A atttaATGTATAATCTCGtCAAACA 75 5uM
R AACATTAtACACACAGGACC 10 uM
F1/C TTAGCATGGACCATTTTTCAC 81 4 uM
1302971 FOXP1 F2/T tatatTTAGCATGtACCATTTTTCAT 86 4 M
R GATTACCGAGGATATTTTAGG 4 uM

FI/A TGGATAGATCCTaCAGACAA 95 20 uM

2288697 | KLHL29 F2/G ttaatTGGATAGATCCTaCAGACAG 100 15 uM
R ACTCACTAATAATCTTAGGG 15 uM

F1/C TTCAAGTTCTTCCtAAGGAAAC 155 6 UM

2065982 | AMERI FO/T aatatTTCAAGTTl:‘ECTTCCtAAGGAAA 160 6 uM
R CAAGATGGGATTTCTTaCCTGCC 6 uM

Fl1/A TGTCTCAGGATGTTaCAGGCA 81 5 MM
tt tTGTCTCAGGATGTTaCAGGC
1426654 | SLC24A5 F2/G aga - a 87 > M
R ATGTACCTAGGAGAGCAGTA 5uM
FI/G TATTACCCATCTTAGCAAGG 100 9 uM
8009244 | DLGAPS FA | tatatTATTACCCATCTTAACAAGA 105 5 uM

T® de
hibridacio
n/
cantidad
de ciclos

52°/35
ciclos

52°/35
ciclos

52°/35
ciclos
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GCCAATGCTTTTTTGACACC

5uM

R1/C ACCCACCCtATGAGATAAAAG 166 15 HM
1246956

3 AMER4 R2/T cctacACCCACCCtATGAGATAAARA 171 15 uM
F CAAAGTATTAATGTTCCGTAA 15 p.M
F1/G CAAGGCAATTATCTTGTTCCG 201 9 uM

1 ttattaCAAGGCAATTATCTTgTTCC
68275 8 | AMER2 F2/A N g 207 5uM
R ATTAGCATCTCCTTCGCAGC 5 |J,M

FU1T CTCATgATCAGCTGCCTATGT 71 4 uM
506985 | RORI F2/C :::tatatcTCATgATCAGCTGtCTATG 77 4 uM
R GACAGCCCCTGATTGGAGAG 4 uM
RU/T CCAGAgCTCACTAGCTCTCA 100 5uM
5025718 | NOTCH2 R2/C aattaCCAGAACTCACTAGCTCTCG 105 5uM
F ACACCCTGATAGCCTGGGAC 5 uM

1871534

SLC39A4

F2/C TGTGAACAGGAtCAGATGACC 181 10 pM

4646 CYP19-E2 F1/A ttataTGTGAACAGGAtCAGATGACA 186 10 uM
R AGAAGGCTGaTCAGTACCCA 10 uM

F1/G GAAGCGCAAGGCAtGAAGGG 220 5uM

2278354 [ ROPNIL F2/T aataaGAAGCGCAAGGCAtGAAGGT 225 5uM
R GACACTAGATTCTGCTGGGC 5uM

R1/C CAGGACAGCaTCCCCAGTGAG 80 4 uM

R2/G aatataCAGGACAGCaTCCCtAGTGA 86 4 uM
C

F GCTGCAaGGGGGTCACCCAC 4 uM

52°/35
ciclos

60° /35
ciclos

60° /35
ciclos

65°/35
ciclos
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F1/G CACTTGCCCACAtTCAGACG 130 15 uM

2763 | WI-9231 F2/C ttaataCACTTGCCCACALTCAGACC 136 15 uM
R CACCCCTGCCAETCTCCTGG 15 uM

F1/G TGCTCgTCTTCATGCACCCG 151 4 uM

984303 | PTPRO F2/A taagtTGCTCgTCTTCATGCACCCA 156 4uM
R gGGGGTGCAGGGCTGTTCATT 4 uM

Tabla 3.4: Cebadores utilizados en multiplex. Se detallan los cebadores utilizados para cada
marcador dentro de las distintas multiplex, junto con el tamafio esperado para cada amplicon, la
concentracion de cebadores para una preparacion 20 veces concentrada, y la temperatura y cantidad
de ciclos para su PCR. En letras rojas se indica la base alelo especifica. En letras minusculas y negrita
se indican las bases adicionadas para diferenciar los amplicones por tamaiio.

En la Tabla 3.5 se encuentran detallados los marcadores PCR-APLP que no se
incorporaron a una multiplex. Se mantiene la propuesta de Patifio (2020), sumando el
marcador KIF3C que la autora habia incorporado en la multiplex III, pero nosotros decidimos
separarlo. La tabla contempla los mismos datos que la anterior: los marcadores con sus
codigos de referencia del polimorfismo de nucledtido tnico (rs dbSNP, por su sigla en
inglés), los cebadores —indicando F para Foward y R para Reverse—, la secuencia de cada
cebador en sentido 5°-3’, el tamano del amplicon esperado, concentracion de cebador y por

ultimo la temperatura de hibridacion en grados celsius y la cantidad de ciclos por PCR.

Tamaio 1°de
dbSNP Marcador Secuencia (5'- 3°) del Concentracion hibridacion
rs Cebador ., cebador 20x / cantidad
amplicon )
de ciclos
F1/G GTGTTTTGTTTCTTTAALTGGCG 143 15 p.M
2384319 KIF3C F2/T AttaGTGTTTTGTTTCTTTAALTG 147 15 uM 60. /35
GCT ciclos
R AAAATTGCTAAGGEAAGGCT 15 uM
65°/35
2695 WI-11909 F1/G ATTTGTGTTGGGTGGaCAAGG 47 9 uM ciclos
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atattATTTGTGTTGGGTGGaCA
F2/A AGA 52 5 uM
R GTCCTCCTCTGAGATTTTCTG
5 uM
FUT aattattGCCCAGCAGTGGtTA
TCACT 107 5uM
65°/35
734780 EURO .
F2/C GCCCAGCAGTGGGTATCACC 100 9 uM ciclos
R GGGAGAGGCACGAGGGQAT 5uM
AAGTGAGAAAGTGTGTCTTC
RI/G 130 9uM
9290363 MECOM taattAAGTGAGAAAGTGTATCT 247730
R2/T TA 135 5 lJ.M ciclos
F ATTACAGGTGAAGGGTATTC 5 uM
CCAGGAATCAAGTCGCCTTAA
FI/A 71 9 uM
54°/35
10510511 Hokok F2/C ataattCCAGaAATCAAGTCGa 77 5 UM ]
CTTAC u ciclos
R AGGGAAGTGATgTACCTACA 5 uM
CTGGGTACCATAGACgGACAT
F1/T g 60 9 uM
DAGI 54°/35
taTtaCTGaGTACCATAGACgA
3870336 F2/C atatta aCAC g 66 5 HM ciclos
R TGAaGAGaCCTTGACTGCCT 5 uM
CAAGACCTTAAAgQCCTATGGA
FI7A J 11 9 uM
2042314 Hokok attaaCAAGACCTTAAATCCTAT 54°/35
R CCTgGCTCTAGCTCTCATAT 5 uM

Tabla 3.5: Cebadores utilizados en PCR-APLP. Se detallan los cebadores utilizados para cada

marcador dentro de las distintas multiplex, junto con el tamafio esperado para cada amplicon, la

concentracion de cebadores para una preparacion 20 veces concentrada, y la temperatura en grados
celsius y cantidad de ciclos para su PCR. En letras rojas se indica la base alelo especifica. En letras
minusculas y negrita se indican las bases adicionadas para diferenciar los amplicones por tamafio.

Por ultimo, en la Tabla 3.6 se encuentran detallados los marcadores que se identificaron

mediante PCR-RFLPs e indel (Patifio, 2020). La tabla menciona los marcadores con sus
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codigos de referencia del polimorfismo de nucledtido tnico (rs dbSNP, por su sigla en
inglés), la secuencia de cada cebador en sentido 5°-3° —un Foward y un Reverse en cada
caso—, la temperatura de melting, la enzima utilizada para su digestion junto con la
temperatura necesaria para optimizar este proceso, y el tamafio de los fragmentos esperados
para cada caso. El primero de los casos es una insercion/delecion de una secuencia Alu, por

lo que no se ha realizado la digestion con ninguna enzima.

Tamaifio
o o]
dbSNP Marcador Secuencia (5°- 3) T (-le Enzima .T d.e’ del
rs melting digestion
fragmento

AAGTGCTGTAGGCCATTTAGATTAG
3138522 APO 60 - indel 110 /410
AGTCTTCGATGACAGCGTATACAGA

AGATCTGAAATGGCTATTATTTTGC
7041 GC*S 60 Haelll 37° 200/ 121479
GGAGGTGAGTTTATGGAACAGC

TGGGGGTGTGAAGAAAAGAG
1800498 DRD2 60 aTaq 65 70/ 40+30
TTTAGTAGCAGAGGAAGGAGTGG q
CTCCTTGGCAGGGATTTGT
2816 | Wi-7423 60 Smal | 25°-30° | 80/46+34
CTGGTATCCACGGTGCAAG
CTTCAAATTGCTTTAAGTAC
17203 | wi-11153 49 Bsa Al 370 45/28+17
ATCCAACAGTCAAGGTCTAC
GCTTAATTCTCAATTCAATG 189/
285 LPL 50 Pyull 37 149440
CTTTAGACTCTTGTCCAGGT
223=
AGGCTTGTGCAGGCAGTG 82477460
2814778 | FY*NULL 54 Sty I 370 )/
82+65+62+
GGCATAGGGATAAGGGAC 12
TTATGTGTCAATGGATGCAC
1042602 | TYR192 58 Mbo I 370 69 / 32+37
GCTTCATGGGCAAAATCAAT
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Tabla 3.6: Cebadores utilizados en PCR-RFLP. Se detallan los cebadores utilizados para cada
marcador dentro de las PCR-RFLP, junto con la enzima y las temperaturas, en grados celsius, para su
correcta digestion. Ademas se encuentran detallados los tamafios de los fragmentos esperados tanto si
corta como cuando no corta la enzima.

3.4.2 Geles para electroforesis

Se emplearon geles de poliacrilamida al 10% y 12% por su alto poder resolutivo, para
la separacion de los productos de PCR-APLP, incluyendo FY-null, ya que permiten

discriminar diferencias muy pequefias de peso molecular, como las indicadas en la Tabla 3.8.

Se utilizaron geles de agarosa en distintos porcentajes para separar los fragmentos de
restriccion generados por la digestion enzimatica de los productos de PCR-RFLP —Tabla

3.9—.
Preparacion de los geles:

Para preparar los geles de poliacrilamida, se mezclaron los reactivos en las
proporciones indicadas en la Tabla 3.7. Los geles de agarosa se prepararon disolviendo la

cantidad correspondiente de agarosa en TBE 1X.

Componentes Gel 10% Gel 12%
H,O 4,5 ml. 4 ml.
TBE 10X 0,8 ml. 0,8 ml.
Poliacrilamida 2,66 ml. 3,2 ml
APS (20mg/100ul de TBE 10x) 40 pl. 40 pl.
TEMED 20 pl. 20 pl

Tabla 3.7: Composicion de los geles de poliacrilamida. Se detallan los componente para un gel en
cada grado de concentracion: 10% y 12%

Condiciones de electroforesis:

En la Tabla 3.8 se detallan las condiciones de la corrida electroforética para geles de
poliacrilamida, tiempo de corrida, voltaje y alelos posibles de identificar en cada caso. En

todos los casos se utilizan vidrios de 0.75 mm.

Multiplex/APLP % de Voltios y Tiempo de Alelos posibles
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Poliacrilamida corrida (en minutos)

Miiltiplex I-A 12% Hov OF%@?I?(&EZXZE?)
W | e
] e
| e
Multiplex ITT-A 10% 1oy OB ((7170'5_11 g‘sﬁ)pb)
Multiplex I11-B 10% IIII%Y RCO\;II’\?L((128216_1§26513;8)
110V SLC39A4 (80-86 pb)

Multiplex TV 10% 0 WI9232 (130-136 pb)
PTPRO (151-156 pb)

KIF3C 10% 110V Alelo 1: 143-G

90’ Alelo 2:147-T
W i
w | e
S 0 Aelo 2 135
| A
L e
| s

Tabla 3.8: Condiciones de la corrida electroforética PCR-APLP. Se detalla la puesta a punto de las
corridas electroforéticas. Se indica para cada Multiplex/APLP la concentracion de acrilamida
necesaria, el voltaje y el tiempo necesario, junto con los alelos esperados.

En el caso de las PCR-RFLP se realiz6 la digestion con las enzimas, tal como se

senald en la tabla 3.6, generando de esta forma un patrén donde uno de los alelos presenta la
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banda completa, mientras que el otro alelo es el que se encuentra cortado por la enzima. Para
el caso de las corridas de electroforesis en geles se realizaron todas en agarosa, a excepcion
de FY*null, que requiere de mayor resolucion y por eso se realizé en poliacrilamida. Las

concentraciones y tiempos de corrida en cada caso, se muestran en la tabla 3.9.

PCR-RFLP % de Agarosa Volt.1 oSy Tlen.lpo de Alelos posibles
corrida (en minutos)
100V Alelo 1: 410
0
APO 1.5 % 40° Alelo 2: 110
100 V Alelo 1: 70
o
DRD2 3% 45° Alelo 2: 40-30
100 V Alelo 1: 80
_ o
WI-7423 3% 45° Alelo 2: 46-34
Alelo 1: 28-17
WI-11153 3% lﬂg,v Alelo 2: 45
100 V Alelo 1: 189
o
LPL 2% 45° Alelo 2: 149-40
100 V Alelo 1: 69
o
TYE192 3% 45° Alelo 2: 32-37
100V Alelo 1: 200
ES o
GC*S 2% 50° Alelo 2: 121-79
o . 110V Alelo 1: 82+77+62 (-) Alelo 2:
FY*null 12% (poliacrilamida) 60’ 82+65+62+12 (+)

Tabla 3.9: Condiciones de la corrida electroforética PCR-RFLP. Se detalla la puesta a punto de las
corridas electroforéticas para PCR-RFLP. Se indica para cada marcador la concentracion de agarosa
necesaria, el voltaje y el tiempo necesario, junto con los alelos esperados. El caso de FY*null es
realizado en poliacrilamida.

Visualizacion y andlisis:

Los geles se tifieron con GelRed, se visualizaron bajo luz ultravioleta y se

documentaron utilizando el sistema de adquisicion de imagenes ImageQuant.
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3.5 Estimacion de ancestria genética

Las estimaciones se realizaron con distintos programas. Para el calculo de las
frecuencias alélicas de los marcadores en la muestra se utilizd el complemento de Microsoft
Excel GenAIEx 6.5 (Peakall & Smouse, 2012). Con el cual, ademas, se evalud que estos se
encuentren en equilibrio de Hardy — Weinberg. Seglin este principio, las frecuencias alélicas y
genotipicas permanecen constantes de generacion tras generacion, en ausencias de factores
microevolutivos. Se evalua el grado de ajuste entre los individuos observados y los
esperados, mediante un test de ¥2 (chi cuadrado). Se considera que, si el valor de p es menor
a 0,05, las diferencias encontradas son estadisticamente significativas. El limite de
significancia para un grado de libertad surge de restar el numero de genotipos menos el de
alelos. Los marcadores utilizados son bialélicos —resultando 3 genotipos—, por lo cual
tendremos siempre un grado de libertad, correspondiendo la probabilidad del 5% a un valor

de x2 de 3,84.

Dentro de un archivo de Microsoft Excel, se introducen los genotipos de cada individuo
en columnas para cada SNP, indicando cada alelo en una columna, dando a cada alelo un
nimero, a modo de ejemplo si el genotipo es AC, se coloca A=1, C=2. En los casos de no
contar con el genotipo por falta de amplificacion de la muestra se coloca 0 en las celdas

vacias, a modo de ejemplo se puede visualizar la Figura 3.1.

-

A B C u} E F G H
60 728 4 60 307 64 297 1 728

Prueba Hemofiliz 60 AMBA EURC AMER AFRO

Sample Paop QGFOD3 FOXP1 KLHL29 AMER1
1 1 2 2 1 1 2 2 1 2
2 1 2 2 1 1 2 2 1 2
3 1 1 2 1 2 2 2 1 2
4 1 2 2 1 2 1 2 1 2

Figura 3.1: Carga de datos en Excel con el complemento GenALEX. Se detalla el ejemplo de la
correcta carga de datos para la exportacion

En el mismo archivo se coloca toda la informacion pertinente al analisis a realizar: en la
primera fila se escribe el nimero de marcadores, numero total de individuos, nimero de
poblaciones —poblaciéon de estudio junto a las parentales—, nimero de individuos poblacion
1, nimero de individuos poblacion 2, nimero de individuos poblacién 3, etc., y finalmente
rango de individuos. En la siguiente fila de la primera columna escribimos el nombre del

proyecto, luego el nombre de la poblacion a estudiar y las parentales seglin corresponda.
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Al finalizar la carga de todos los datos, con el complemento GenALEX, se exporta
para poder utilizarlo en Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Las muestras cargadas son las
de la muestra a estudiar, junto a la comparacion con poblaciones parentales nativo-americana,
euroasidtica y afro subsahariana, obtenidas de la base de datos “1000 genomas”,

discriminando los datos con respecto a la mezcla génica proveniente de su origen:
e De ciudades cosmopolitas:
o 307 muestras de origen europeo
o 297 de Africa suroccidental subsahariana

e Del panel del proyecto de diversidad del genoma humano HGDP-CEPH (Human

Genome Diversity Project):

o 64 individuos nativoamericanos provenientes de poblaciones indigenas Pima,

Maya, Piapoco, Curripaco, Karitiana y Surui

El calculo de las ancestrias individuales se realiz6 con el programa Structure 2.3.4,
originalmente descripto por Pritchard y otros (2000). Dentro de este programa se crea un
nuevo proyecto, copiando los datos correspondientes e importando el documento que se cred
con GenALEX. Structure nos permite correr simulaciones de agrupacion en distintas
cantidades de poblaciones asumidas, en nuestro caso asumimos 2, 3, 4 y 5 poblaciones, y se

corren tres veces para cada asuncion.

A partir de los datos generados en Structure se termina de analizar la informacion en el
programa Structure Harvester (Earl & Vonholdt, 2012). Este nos permite seleccionar

estadisticamente la mejor asuncion entre las realizadas previamente (Evanno et al., 2005).

Con la informacion de la mejor asuncion de poblaciones, finalizamos con los
porcentajes de ancestria mediante CLUMPP (Kopelman et al.,, 2015), el mismo toma la
informacion de Structure Harvester y analiza los porcentajes de cada muestra para cada una
de las poblaciones estimadas, generando un promedio de las tres corridas para el caso
esperado. De esta forma se visualiza la ancestria individual, en porcentajes sobre el total de la

poblacion estudiada.
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3.6 Analisis Estadistico

El andlisis estadistico de las muestras se llevo a cabo con el software InfoStat (v. 2020)
(Di Rienzo etal., 2003). Las pruebas estadisticas utilizadas incluyeron la prueba T de
Student, la prueba de mediana y la prueba de rangos de Wilcoxon, para comparar las

ancestrias entre los dos grupos de estudio: pacientes con inhibidor y pacientes sin inhibidor.

Primero, se evaluo si las distribuciones de ancestria —europea, americana y africana—
siguen una distribucion normal en ambos grupos de manera grafica utilizando un gréafico de
cajas (box plot), y mediante la prueba de Shapiro-Wilks. En caso de que se cumpliera el
supuesto de normalidad para cada ancestria se aplico la prueba T de Student, que permite
comparar medias entre dos muestras con distribuciéon normal para evaluar si estas son

estadisticamente iguales.

Cuando las muestras no presentaron distribucion normal, se optd por la prueba de
mediana, la cual permite evaluar si existen diferencias significativas entre las medianas de
dos muestras independientes. Adicionalmente, y como método de verificacion, se aplicod la
prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney, adecuada para comparar medias y/o medianas en

conjuntos independientes que no siguen una distribucion normal.

Debido a que se realizd al menos una prueba de hipotesis para cada ancestria, se aplico

la correccion de Bonferroni y se utilizé un nivel de significacion de 0,017.
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Este capitulo presenta los resultados de la puesta a punto de la técnica y el analisis de
ancestria individual y poblacional utilizando 30 marcadores genéticos. Se propone un
enfoque ligeramente modificado de la técnica propuesta por Patifio (2020), combinando tres

metodologias diferentes: 7 PCR-APLP-Multiplex, 7 PCR-APLP y 8 PCR-RFLP.

4.1 PCR-APLP-Multiplex

Durante la puesta a punto de la multiplex I, notamos que la visualizacion de las bandas
era dificultosa, por lo que se tomo la decision de diferenciarla en dos —multiplex I-A y
[-B—. De esta forma se gano resolucion para la observacion correcta de los resultados. A su
vez, se tomaron decisiones sobre el porcentaje de acrilamida a utilizar y el tiempo de corrida.
Lo mismo fue realizado con el resto de las multiplex, diferencidndolas en A y B, a excepcion

de la multiplex IV, tal como esta detallado en la tabla 3.4.

Marcador de -
pesomolecular ~ Multiplex I-A

N

Miltiplex I-A

% Bandas posibles

50

Figura 4.1: Electroforesis en gel de poliacrilamida de miltiplex 1-A. Izquierda: Electroforesis en
gel de poliacrilamida, con las bandas esperadas para multiplex 1: OGFOD3 (75-70 pb), FOXPI
(86-81 pb). Derecha: Electroforesis en gel de poliacrilamida con la muestra 47, en donde se puede
visualizar que la misma es heterocigota para FOXP1, contando con ambos alelos (bandas de 86 pby
81 pb) mientras que para OGFOD3 es homocigota para el alelo 2 (banda de 70 pb). Para tomar de
referencia, se encuentra un marcador de peso molecular (M) con la banda de 100 pb sefialada.

Para el caso de la multiplex I-A, los marcadores analizados son OGFOD?3, con dos
alelos posibles: la banda de 75 pb representa al alelo 1, mientras que la banda de 70 pb
representa al alelo 2. Por otro lado se encuentra también FOXP1, con dos alelos posibles: la

banda de 81 pb. Indica el alelo 1, mientras que el alelo 2 esta representado por la banda de 86

56



RESULTADOS

pb., como puede verse en la figura 4.1. Cabe destacar que los resultados posibles para cada

marcador son homocigota para alguno de los dos alelos, o heterocigota, con la presencia de

ambos. A forma de ejemplificar los alelos posibles estd representado un heterocigota para

cada marcador. En cada panel de reacciones se incluyeron controles de amplificacion,

positivos y negativos.

Los resultados completos para cada marcador pueden verse en la tabla del Anexo III, a

modo de resumen se presenta en la Tabla 4.1 la cantidad de muestras que pudieron ser

analizadas, la cantidad homocigota para el primer alelo, la cantidad homocigota para el alelo

2. En los casos en que no se logré amplificacion, se repitié la PCR una segunda vez y en

algunos casos una tercera vez con el marcador por separado de la multiplex.

N. N.
N. muestras . . N.
Marcador . homocigota homocigota .
analizadas heterocigota
alelo 1 alelo 2
OGFOD3 48 | 31 16
MI-A
FOXP1 60 42 1 17
KLHL29 63 4 36 23
MI-B
AMERI1 60 8 25 27
SLC24A5 54 8 15 31
MII-A
DLGAPS 50 8 21 21
AMER4 61 9 27 25
MII-B
AMER2 64 4 33 27
ROR1 64 40 7 17
MIII-A
NOTCH2 64 36 6 22
CYP19-E2*1 43 1 38 4
MIII-B
ROPNIL 64 24 6 34
SLC39A4 52 0 40 12
MIV WI-9231*1 47 4 28 15
PTPRO 50 46 0 4

Tabla 4.1: Resultados de marcadores mediante miultiplex. Resumen de los resultados para cada
marcador de multiplex, con la cantidad de muestras que pudieron ser analizadas y la cantidad

homocigotas —para cada alelo— y heterocigotas en cada caso.
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4.2 PCR-APLP individuales
Los marcadores KIF3C, 10510511, DAG1, MECOM, WI-11909, 2042314 y EURO se

han estudiado mediante la técnica PCR-APLP de forma individual, pero al igual que en los
casos de las multiplex se han puesto a punto para mejorar la resolucion de las bandas
posibles, modificando el tiempo, los voltios y el porcentaje de poliacrilamida, estas

caracteristicas pueden verse en la Tabla 3.5.

Marcador de 10510511 10510511

peso molecular
100
70 77? } Bandas posibles
50

Figura 4.2: Electroforesis en gel de poliacrilamida del marcador 10510511. Izquierda:
Electroforesis en gel de poliacrilamida, con las bandas esperadas para el marcador 10510511 (77 y 71
pb). Derecha: Electroforesis en gel de poliacrilamida con la muestra 45, en donde se puede visualizar
que la misma es heterocigota contando con ambos alelos (bandas de 77 pb y 71 pb) mientras que la
muestra 50 es homocigota para el alelo 2 (banda de 77 pb) y la muestra 52 es homocigota para el alelo
1 (banda de 71 pb). Para tomar de referencia, se encuentra un marcador de peso molecular (M) con la
banda de 100 pb sefialada.

A modo de ejemplo, podemos ver en la figura 4.2 el gel correspondiente al marcador
10510511, del lado izquierdo el modelo con las bandas esperadas para dicho marcador,
mientras que en el lado derecho puede visualizarse el gel para las muestras 44-52, donde se
sefiala la muestra 45 siendo heterocigota para los dos alelos (71 y 77 pb), mientras que la
muestra 50 esta sefialada con su tinica banda, indicando que es homocigota para el alelo 2 (77
pb). Por otro lado, la muestra 52 estd marcada por ser homocigota para el alelo 1 (71 pb). Por

ultimo esté indicado las 100 pb de la escalera para tener de referencia.

Los resultados completos se encuentran en el Anexo 1V, a modo de resumen se presenta
la Tabla 4.2 indicando para cada marcador la cantidad de muestras que pudieron analizarse, la

cantidad de muestras homocigotas para cada alelo y la cantidad de heterocigotas. En los casos
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en que no se logré que la muestra de una amplificacion, se repiti6 la PCR una segunda vez.
En los casos de WI-11909, Euro y KIF3C, se repitié una tercera PCR para las muestras no

amplificadas, logrando sumar algunos resultados mas.

Marcador N. ml.lestras N. homocigota | N. homocigota N. heterocigoa
analizadas alelo 1 alelo 2

KIF3C 57 3 34 20
10510511 63 9 25 29
DAGI 64 18 9 37
MECOM 57 4 43 10
WI-11909 37 13 4 20
2042314 51 6 16 29
EURO 46 4 24 18

Tabla 4.2: Resultados de marcadores mediante PCR-APLP. Resumen de los resultados para cada
marcador, con la cantidad de muestras que pudieron ser analizadas y la cantidad homocigotas —para
cada alelo— y heterocigotas en cada caso.

4.3 PCR-RFLP

Los marcadores APO, GC*S, DRD2, WI-7423, WI-11153, LPL, FY*NULL y TYR192
se han estudiado mediante la técnica mediante PCR-RFLP. En la mayoria de los casos la
corrida electroforesis se realizd en agarosa, las condiciones especificas de cada marcador

pueden verse en las Tablas 3.6 y 3.9.

Queremos destacar el caso particular de FY*null. La enzima con la que se trabaja
—Sty I— genera un patrén diferente a los previamente analizados, en este caso, corta siendo
positivo como negativo, pero genera un patron de bandas diferente en cada caso. Como puede
visualizarse en la figura 4.3, en los casos en que FY*null es positivo, las bandas esperadas
son de 82, 65, 62 y 12 pares de bases, mientras que el patron de bandas cuando es negativo es

de 82, 77 y 62 pares de bases.

En el caso de este marcador no se logrd visualizarlo correctamente pese a realizar

diversas pruebas con tiempos diferentes de digestion enzimatica, ya que notamos un patron

59



RESULTADOS

de bandas que excedia el esperado, pudiendo indicar que la enzima podria estar trabajando de
mas. Se probo6 dejando las muestras a 37° —temperatura ideal para su funcionamiento— por
3, 6, 8 y 12 horas, pero en los primeros cortes temporales la digestion no estaba completa, por
lo que no se notaban cambios, a las 12 horas ya se encontraba el patron inespecifico. También
se probo en cada uno de estos tiempos de digestion, distintos tiempos de corrida y diversas
concentraciones de geles de poliacrilamida, con la intencioén de identificar si el problema era
una cuestion de resolucion, pero tampoco se pudo analizar el patron encontrado. Ante esta
situacion se tomo la decision de descartar este marcador, considerando la posibilidad de una
contaminacion en los cebadores, y contando con 29 marcadores posibles para ser usados tanto

en la ancestria individual como poblacional.

Marcador de FY*NULL

peso molecular ( J

8
77 \

50 posibles

85 62 > Bandas

20 12 /

Figura 4.3: Electroforesis en gel de poliacrilamida del marcador FY*null. Patron de bandas
esperado para FY*null, indicando el patron positivo y negativo en cada caso.

Los resultados completos del resto de los marcadores se encuentran en el Anexo V, a
modo de resumen se presenta la Tabla 4.3 indicando para cada marcador la cantidad de
muestras que pudieron analizarse, la cantidad de muestras homocigotas para cada alelo y la
cantidad de heterocigotas. A excepcion de FY*null como ya se menciond, no se repitieron las
PCR-RFLP ya que en la primera corrida pudo analizarse la gran mayoria de las muestras,

superando las 60 que era nuestro objetivo.

N. muestras N. homocigota | N. homocigota

Marcador analizadas alelo 1 alelo 2

N. heterocigota
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APO 61 55 0 6
DRD2 62 13 25 24
WI-7423 65 1 35 29
WI-11153 62 16 26 20
LPL 62 17 17 28
TYE192 65 11 26 28
GC*S 61 8 30 23

Tabla 4.3: Resultados de marcadores mediante PCR-RFLP. Resumen de los resultados para cada
marcador, con la cantidad de muestras que pudieron ser analizadas y la cantidad homocigotas —para
cada alelo— y heterocigotas en cada caso.

Marcador WI-7423 WI-7423
de Peso 1 f ‘
Molecular Wt - 47 46 45 44 43 42 41 40 39
80 -
Bandas
50 posibles

46

20

Figura 4.4: Electroforesis en gel de agarosa del marcador WI-7423. Izquierda: Gel de agarosa, con
las bandas esperadas para el marcador WI-7423 (80, 46 y 34 pb). Derecha: Gel de agarosa con la
muestra 43, en donde se puede visualizar que la misma es heterocigota contando con ambos alelos
(bandas de 80 pb y 46 + 34 pb) mientras que la muestra 40 es homocigota para el alelo 2 (banda de 46
pb y 34 pb). Para tomar de referencia, se encuentra un marcador de peso molecular (M) con la banda
de 100 pb sefialada.

A modo de ejemplo de las PCR-RFLP realizadas, podemos ver en la Figura 4.4 el
marcador WI-7423, el mismo fue digerido con la enzima Sma [ a 25° overnight, y luego
corrido en un gel de agarosa al 3% durante 45 minutos. Del lado izquierdo de la figura se
visualiza el modelo esperado, para una muestra heterocigota, presentando los dos alelos

—alelo 1 de 80 pb y alelo 2 de 46 y 34 pb—. Del lado izquierdo podemos visualizar la
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corrida del gel, en donde se encuentra marcada la muestra 43 que muestra la presencia de

ambos alelos, mientras que la muestra 40 es homocigota para el alelo 2.

4.4 Ancestria individual

Una vez realizadas todas las lecturas de las corridas de electroforesis, se sistematizo la
informacion de cada individuo en una tabla, disponible en los anexos III, IV y V, con sus
resultados para cada marcador. A su vez, se realizo para cada marcador el analisis de Hardy
Weinberg con el complemento GenAlex para Microsoft Excel, para analizar que se
encuentren en equilibrio. Como se puede ver en la Tabla 4.4 este analisis marcé que dos de
los marcadores utilizados —MECOM y WI-11153— no se encontraban en equilibrio. Las
diferencias, indicaron un desequilibrio de Hardy- Weinberg con un valor de p <0.05. Es por

esto que dichos marcadores fueron eliminados del analisis de ancestria.

Marcador %2 P Signif
OGFOD3 0,556 0,456 |ns
FOXP1 0,309 0,578 |ns
KLHL29 0,198 0,656 |ns
AMERI1 0,005 0,943 |ns
SLC24A5 0,961 0,327 |ns
DLGAPS 1,368 0,242 |ns
AMER4 0,411 0,521 |ns
AMER2 1,089 0,297 |ns
ROR1 3,091 0,079 |ns
NOTCH2 0,566 0,452 |ns
KIF3C 0,052 0,819 |ns
CYP19-E2*1 3,009 0,083 |ns
ROPNIL 0,701 0,402 |ns
SLC39A4 0,907 0,341 |ns
WI-9231*1 0,783 0,376 |ns
PTPRO 0,091 0,763 |ns
WI-11909 1,026 0,311 |ns
EURO 0,013 0,908 |ns
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MECOM 6,400 0,011 |*
rs10510511 0,103 0,749 |ns
rs3870336 3,293 0,070 |ns
rs2042314 1,703 0,192 |ns
APO 0,179 0,672 |ns
GC*S 1,301 0,254 |ns
DRD2 2,035 0,154 |ns
WI-7423 1,452 0,228 |ns
WI-11153 5,756 0,016(*
LPL 0,436 0,509 |ns
TYR192 0,186 0,666 |ns
OGFOD3 0,036 0,850 |ns

Tabla 4.4: Analisis de Hardy Weinberg. Se indica el %2 (chi-cuadrado) para cada marcador. Siendo
ns no significativo, mientras que * indica un P<0,05.

Para terminar de confirmar que la mejor forma de agrupacion es en tres poblaciones, y
que la muestra analizada no es una muestra aislada y separada de las tres poblaciones
parentales —euroasidticas, americanas y africanas—, se realiz6 la comparacion con Structure
Harvest y Clumpp, programas complementarios. Primero analizamos la ancestria para cada
individuo —tanto de las parentales como de nuestra muestra— asumiendo que existen dos,
tres, cuatro y cinco poblaciones. Para cada asuncion se repitio tres veces el estudio. Luego,
con todos estos datos, identificamos cudl de todos estos agrupamientos es el que tiene un
mejor Delta K, es decir, cudl representa mejor la agrupacion de la muestra. Como podemos
ver en la Figura 4.5, la mejor forma de agrupar a las poblaciones es considerando tres

poblaciones en total.

Stdev
K Reps Mean LnP(K) LnP(K) Ln'(K) ILn"(K)| Delta K

2 3 -17941.83333 0.47258 MNA MNA MNA
3 3 -15220.06667 0.49329 2721.76667 2713.66667 5501.17800
4 3 -15211.96667 1.24231 §.10000 94.36667 75.96066

-15298.23333 118.40990 -86.26667 NA NA

w

5

Figura 4.5: Diferentes agrupaciones. Indicada con un resaltado, se encuentra la mejor de las
agrupaciones posibles: tres poblaciones (K=3).
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El programa Clumpp genera un promedio entre las tres corridas para la estimacion de

tres poblaciones diferentes. De esta forma accedemos a la ancestria individual de cada

paciente, en porcentajes diferenciados para cada poblacion estimada —euroasiaticas,

americanas y africanas—. Como podemos ver en la tabla 4.5.

1 0,5753 0,2033 0,2213
2 0,6697 0,2193 0,1110
3 0,6714 0,2136 0,1150
4 0,6717 0,3217 0,0067
5 0,6860 0,3103 0,0037
6 0,5560 0,3163 0,1277
7 0,4485 0,2321 0,3195
8 0,4834 0,3193 0,1973
10 0,4481 0,2658 0,2861
11 0,3872 0,3424 0,2704
12 0,3310 0,4179 0,2511
13 0,6048 0,1831 0,2121
14 0,5478 0,2371 0,2151
15 0,3447 0,3867 0,2687
16 0,2350 0,4490 0,3160
17 0,8317 0,1636 0,0047
18 0,6523 0,2550 0,0927
19 0,7602 0,1898 0,0500
20 0,4967 0,1923 0,3110
21 0,7391 0,2196 0,0413
22 0,7243 0,1730 0,1027
23 0,6860 0,2583 0,0557
24 0,8393 0,1561 0,0047
25 0,6830 0,2810 0,0360
26 0,5113 0,3387 0,1500
27 0,8046 0,1361 0,0594
28 0,6975 0,1984 0,1040
29 0,4123 0,2710 0,3167
30 0,6940 0,2940 0,0120
31 0,5514 0,2493 0,1993
32 0,5657 0,2950 0,1393
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33 0,7582 0,1864 0,0554
34 0,7943 0,0917 0,1140
35 0,4539 0,1523 0,3938
36 0,4729 0,2151 0,3121
37 0,5219 0,2524 0,2257
38 0,3403 0,3583 0,3013
39 0,6663 0,2723 0,0613
40 0,6657 0,2210 0,1133
41 0,7269 0,1794 0,0937
42 0,8121 0,1729 0,0150
43 0,7107 0,0614 0,2280
44 0,3947 0,2323 0,3730
45 0,6613 0,2240 0,1147
46 0,7573 0,2263 0,0163
47 0,6127 0,3700 0,0173
48 0,8087 0,1773 0,0140
49 0,7660 0,0550 0,1790
50 0,8677 0,0810 0,0513
51 0,7028 0,2935 0,0037
52 0,4879 0,3388 0,1733
53 0,7636 0,2221 0,0143
54 0,5130 0,3390 0,1480
55 0,6370 0,3223 0,0407
56 0,9060 0,0843 0,0097
57 0,8757 0,1203 0,0040
58 0,6620 0,3127 0,0253
59 0,7403 0,2413 0,0183
60 0,8286 0,1507 0,0207
61 0,9183 0,0297 0,0520

Tabla 4.5: Porcentaje de ancestria. Se detallan las 60 muestras analizadas con 27 Marcadores

De esta forma se pudo determinar los porcentajes de ancestria para cada paciente. Del

total de 65 muestras que contamos originalmente, se defini¢ eliminar 5 que no mostraban

amplificacion, resultando en 60 muestras con 27 individuos que no presentan reaccion a la

terapia, mientras que 33 si generan anticuerpos inhibidores de la terapia. Las muestras

eliminadas fueron la 9, 62, 63, 64 y 65 —Figura 4.6—.
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Ancestria individual
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Figura 4.6: Ancestria individual, realizada a partir de 27 AIMs.

4.5 Ancestria poblacional

Las muestras fueron clasificadas posteriormente entre las que no presentan problemas
con la terapia: 1, 2, 4, 6, 7, 8,10, 11, 12, 14, 16, 17, 18, 22, 27, 41, 43, 46, 47, 48, 50, 53, 54,
55, 56, 58 y 60. Dando un total de 27 muestras. Y las que si desarrollan anticuerpos
neutralizantes de la terapia, que presentan un total de 33 muestras: 3, 5, 13, 15, 19, 20, 21, 23,
24, 25, 26, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 42, 44, 45, 49, 51, 52, 57, 59, 61.

En la Tabla 4.6 se encuentran los promedios de ancestria para estos subgrupos.

60 muestras (total) 0,6356133333 | 0,2345483333 0,12984

33 muestras que desarrollan anticuerpos
inhibidores de la terapia 0,6356363636 | 0,2271060606 | 0,1372545455

27 muestras que no desarrollan
anticuerpos inhibidores de la terapia 0,6355851852 | 0,2436444444 | 0,1207777778

Tabla 4.6: Promedios de ancestria. Se detallan los promedios de ancestria para el total de la las
muestras y para los grupos poblacionales estudiados
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El andlisis de los promedios de ancestria en cada grupo poblacional evidencia que el
mayor aporte genético proviene de la ancestria europea, representando un 63% del total. Este
predominio se destaca frente a los menores aportes observados en las ancestrias americana y
africana, que registran un 23% y un 12%, respectivamente —Tabla 4.6—. Estos resultados
sugieren una composicion genética donde prevalece la contribucidén europea, mientras que las
influencias americana y africana son menos pronunciadas, aunque igualmente relevantes en la

estructura genética de la poblacion evaluada.

Ancestria de pacientes que desarrollan inhibidores a la terapia
B AFRO AMER [ EUROD
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Figura 4.7: Ancestria con inhibidor. Ancestria individual de pacientes que desarrollan inhibidores a
la terapia, realizada a partir de 27 AIMs.

Por otro lado, el analisis especifico de los 33 pacientes que desarrollaron anticuerpos
inhibidores en respuesta a la terapia indica que el componente europeo sigue siendo el
predominante, representando el 63% de la ancestria total de este subgrupo. Este resultado
subraya una contribucion significativa de la ancestria europea en estos individuos, mientras
que los componentes americano y africano estan presentes en menores proporciones, con un
22% y un 13% respectivamente. Estos datos, representados en la Figura 4.7, permiten
observar con claridad la distribuciéon de ancestria individual entre los pacientes con
inhibidores, facilitando un andlisis visual de las variaciones en la composicion genética en

este grupo especifico.

Por ultimo, se presenta el analisis de los 27 pacientes que no desarrollaron inhibidores
tras la terapia, quienes también mantienen una tendencia similar a la observada en las otras
subpoblaciones. En este grupo, el componente europeo es nuevamente el mas alto,
alcanzando un 63% del total, seguido por un aporte americano del 24% y un menor aporte

africano, que representa el 12% de la ancestria. La figura 4.8 ilustra de manera detallada esta

67



RESULTADOS

distribucion de ancestria individual en el grupo de pacientes sin inhibidores, destacando los

aportes ancestrales europeo, americano y africano.

Ancestria de pacientes que no desarrollan inhibidores
B AFRO AMER M EURO

100% II—IIIIIIII.I..I"-I‘I-—--

75%
50%
25%

0%
1 2 4 6 7 81011121416 1718 22 27 41 43 46 47 48 50 53 54 55 56 58 60

Figura 4.8: Ancestrias sin inhibidor. Ancestria individual de pacientes que no desarrollan
inhibidores a la terapia, realizada a partir de 27 AIMs.

Al realizar el analisis estadistico de los resultados obtenidos, se utilizd el software
InfoStat (version 2020) para evaluar la distribucién y comparabilidad de las ancestrias
europea, americana y africana en ambas subpoblaciones de pacientes. Los analisis de
evaluacion de los supuestos indicaron que las ancestrias europea y americana se distribuyen
normalmente en ambas poblaciones, como se ilustra en la figura 4.9. Sin embargo, en el caso
de la ancestria africana, la distribucion no se ajusta a la normalidad en ninguna de las
poblaciones. Esto se debe a que la mayoria de los pacientes presentan una proporcion muy
baja de ancestria africana, mientras que una minoria exhibe una proporcion

significativamente mayor, lo cual desplaza la distribucion hacia la derecha.

Para las ancestrias europea y americana la prueba T de Student aplicada sugiere que
no se puede rechazar la hipotesis nula, lo cual indica que las medias entre ambas
subpoblaciones no presentan diferencias estadisticamente significativas, como se indica en la

Tabla 4.7.

En cuanto a la ancestria africana, la prueba de medianas y la prueba no paramétrica de
Wilcoxon-Mann-Whitney fueron consistentes, indicando que tampoco se puede rechazar la
hipotesis nula de igualdad en la mediana de la ancestria africana entre ambas subpoblaciones,

como se indica en la Tabla 4.7.
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Figura 4.9: Grafico de Cajas y Bigotes. Donde las muestras Positivas son las que presentan

inhibidores, mientras que las Negativas no tienen inhibidores.

En forma de resumen, la Tabla 4.7 presenta los resultados detallados para cada grupo

de ancestria, incluyendo los valores de la media y la mediana, el estadistico utilizado en cada

caso, y el valor de P. Es importante sefialar que las tres ancestrias estan interrelacionadas en

cada individuo, por lo que no pueden considerarse como variables completamente

independientes en el analisis. Para ajustar adecuadamente el nivel de significancia en funcion

de esta interdependencia, se utilizé un valor de P corregido (0.05/3) en la interpretacion de las

pruebas con el fin de garantizar una toma de decisiones estadisticamente robusta respecto a la

hipétesis nula.

Subgrupos Media Mediana T/W P

Positivo 0,6356 0,6714

-0,001 0,99
Negativo 0,6356 0,662
Positivo 0,2271 0,224

AMER 0,69 0,49
Negativo 0,2436 0,2321
Positivo 0,1373 0,114

792 5 0.64
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_ Negativo 0,1208 0,0937

Tabla 4.7: Resultados estadisticos. Se detallan los resultados de los estadisticos T de Student para las
ancestrias Europeas y Americanas, y Wilcoxon-Mann-Whitney para la ancestria Africana de cada
subgrupo, siendo Positivo los pacientes que reaccionan con anticuerpos inhibidores a la terapia, y
Negativo los pacientes que no desarrollan inhibidores. Se detalla a su vez el valor de P, la Media y la
Mediana.
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El conocimiento sobre la ancestria poblacional representa un drea de investigacion
con un potencial significativo en medicina, ya que permite abordar cuestiones complejas
relacionadas con la salud y las enfermedades desde una perspectiva mas integral. Aunque la
mayor parte de la variabilidad genética humana se debe a diferencias individuales, una
pequefia pero importante fraccion corresponde a variaciones entre poblaciones (Jakobsson
etal.,, 2008; Rosenberg etal., 2002). Estas variaciones genéticas interpoblacionales han
demostrado tener implicancias relevantes en la predisposicion a ciertas enfermedades. En
algunos casos, dichas variaciones genéticas se han vinculado con mayores riesgos de padecer
enfermedades especificas, como diversos tipos de céancer, entre ellos, el de mama (Bonilla
etal., 2015; Haryono et al., 2015; Tamayo et al., 2023; Ziv et al., 2006), y el de prostata
(Beebe-Dimmer et al., 2008; Peprah et al., 2015; Robbins et al., 2007; A. Wang et al., 2023),
asi como con enfermedades cardiovasculares, como la hipertension (Keaton et al., 2021; Zhu

& Cooper, 2007), entre otras.

En relacion con la hemofilia, diversos estudios realizados en los Estados Unidos han
destacado una disparidad significativa en la incidencia de anticuerpos inhibidores de la
terapia entre pacientes pertenecientes a diferentes grupos étnicos. En particular, se ha
documentado que los pacientes hemofilicos afrodescendientes tienen una mayor probabilidad
de desarrollar estos inhibidores en comparacién con otros grupos, como los caucdsicos,
aunque las causas subyacentes de esta diferencia no estan completamente esclarecidas

(Gunasekera et al., 2015; Kempton et al., 2023; Pratt et al., 2023).

Seglin la Fundacién Mundial de la Hemofilia, la etnicidad puede considerarse un
factor de riesgo genético no modificable en el desarrollo de inhibidores. Este organismo
sefiala que, a nivel mundial, las personas no caucasicas tienen un riesgo entre 1,9 y 4,7 veces
mayor de desarrollar inhibidores a la terapia, lo que resalta una problematica global que atn

carece de una comprension integral (Carcao & Goudemand, 2018).

Estudios especificos sobre pacientes con hemofilia A han proporcionado datos mas
detallados acerca de la relacion entre el origen étnico y el desarrollo de inhibidores. Miller y
colaboradores (2012), llevaron a cabo un analisis que revelo una disparidad notable: el 37,1%
de los pacientes afrodescendientes estudiados presentaban inhibidores, en contraste con el
19,6% de los pacientes blancos. Este hallazgo no solo destaca una diferencia significativa
entre ambos grupos, sino que también subraya la necesidad de investigar los mecanismos

subyacentes que podrian explicar esta variabilidad. De manera similar, Johnsen y
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colaboradores (2022) analizaron una muestra diversa y observaron una tendencia comparable.
En su estudio, el 30,8% de los pacientes negros desarrollaron inhibidores, frente al 19,2% de
los pacientes blancos. Estos resultados corroboran la existencia de disparidades consistentes
en estas diferentes cohortes de pacientes, lo que sugiere que no se trata de un fenomeno

aislado, sino de una tendencia recurrente.

Al igual que estos ultimos, Ahmed y Pratt (2023), toman su muestra del repositorio de
investigacion llamado “Mi vida, nuestro futuro”, que fue realizado a partir de los datos de la
comunidad de hemofilia en los Estados Unidos. La base de datos no solo consiste en la
informacion clinica de pacientes hemofilicos, sino también en la secuencia de ADN con la
determinacion del tipo de mutacion genética asociada a algun trastorno hemorragico
—Hemofilia A, B, enfermedad de von Willebrand, etc.— generando un repositorio de mucha
utilidad para el estudio de la enfermedad. Es de destacar que esta base de datos contempla
tanto el dato de raza como el de etnicidad a partir de como es autopercibida por los pacientes.
En este caso, los autores mencionan que al comparar la raza o etnia con el desarrollo del
inhibidor, este también brinda un mayor riesgo de generar anticuerpos inhibidores de la

terapia en pacientes negros.

Pero nos preguntamos, ;y si esta diferencia no estd dada en una mayor predisposicion
genética, sino en los tipos de tratamientos disponibles? Como se plante6 en los antecedentes,
Viel y otros (2009) indican que la mayor prevalencia de inhibidores en pacientes
afroamericanos podria estar asociada con una discrepancia entre los haplotipos del factor VIII
(FVII) predominantes en esta poblacion y las variantes presentes en los productos
terapéuticos disenados principalmente para haplotipos caucésicos. Esta incompatibilidad
podria influir en la respuesta inmunologica, favoreciendo la formacion de anticuerpos
inhibidores. Sin embargo, investigaciones mas recientes han sefialado que el riesgo elevado
de desarrollar inhibidores persiste incluso en pacientes afroamericanos con inversion del
intron 22, aun cuando sus haplotipos coinciden con las isoformas caucasicas del FVIII

(Gunasekera et al., 2015).

Es importante sefialar que, en los estudios mencionados previamente, la
categorizacion racial se basa en la autopercepcion de los pacientes, lo que introduce un grado
significativo de imprecision para su uso comparativo. Aunque el concepto de raza puede
resultar controvertido desde una perspectiva antropoldgica, su uso sigue siendo comuin en

investigaciones realizadas en Estados Unidos (Avena et al., 2024). Nosotros no queremos
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dejar de destacar que las clasificaciones raciales en general, y las autoadscribidas en
particular, suelen estar influenciadas por multiples factores culturales, sociales y personales,

con frecuencia desvinculados de las caracteristicas genéticas subyacentes.

En este contexto, resulta fundamental considerar otras variables que podrian influir en
la asimilacion diferente de las terapias para hemofilia en los distintos grupos poblacionales,
como pueden ser las desigualdades en el acceso a medicamentos, la calidad de la atencion
médica, el nivel educativo y las oportunidades laborales disponibles. Estos factores
socioecondmicos pueden desempeiar un papel crucial en la definicion de estas categorias
raciales, y deben ser analizados para descartar explicaciones alternativas a las diferencias

observadas.

Con el fin de superar estas limitaciones, en el presente estudio se incorpora un analisis
genético de ancestria individual y poblacional en pacientes con hemofilia A y la mutacion
causal Inv22. Este enfoque no solo permite una comprension mas precisa de las relaciones
entre los origenes genéticos de los pacientes y el desarrollo de inhibidores, sino que también
representa un avance significativo en comparacion con los métodos basados tinicamente en la
autoadscripcion. Cabe destacar que este es el primer trabajo de este tipo realizado tanto a
nivel nacional como internacional, marcando un hito en la investigacion sobre hemofilia y su
relacion con la ancestria genética. Al analizar directamente los marcadores genéticos, se
busca arrojar luz sobre las posibles conexiones entre la ancestria y la respuesta a la terapia,
contribuyendo asi al desarrollo de tratamientos mas efectivos y equitativos para la poblacion

hemofilica.

Esto plantea una pregunta central para nuestra investigacion: si tomamos como
validos estos estudios previos que sugieren una relacion entre la ancestria y el desarrollo de
inhibidores a la terapia hemofilica, ;podria este fendmeno observarse también en una
sociedad como la nuestra, caracterizada por un amplio mestizaje? La poblacion argentina es
el resultado de complejos procesos historicos de diversidad genética, que combinan
componentes europeos, nativos americanos y africanos en proporciones variables segun las
regiones del pais. Por ejemplo, Seldin et al. (2007) calcularon un aporte promedio del 19%
nativo americano y un 2% subsahariano en la region pampeana, este analisis fue logrado con
el estudio de 78 SNPs en 94 individuos. Por otro lado, Di Fabio Rocca y otros (2016)
estimaron la mezcla génica en Ciudad de Salta, determinando un aporte mayoritario de la

parental americana (50,2%), seguido por el aporte europeo (46,3%) y subsahariano (3,5%).
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Pero, ;qué sucede en particular dentro del AMBA? Avena y otros (2001) indicaron
para la ciudad de Buenos Aires un componente africano de entre 1 y 3,3%, utilizando 9
sistemas eritrocitarios. Por otro lado, Martinez-Marignac et al. (2004) analizaron con 5
marcadores una muestra de la ciudad de La Plata, reportando un 4% de aporte africano.
Fejerman y otros (2005) utilizaron 12 AIMs especificos para africanos en una muestra de 90
personas de la Ciudad de Buenos Aires, indicando un aporte promedio de 2,2%. La
estimacion de la proporcidon de ancestria genética llevada a cabo por Avena y otros (2012), en
168 individuos de la ciudad de Buenos Aires realizada a partir de 99 SNPs, evidenci6é un
aporte promedio del 79% del componente europeo, 17% nativo americano y 4% para el
componente subsahariano. En concordancia, Patifio (2020) encuentra entre un 3,4% y 4,5%
de aporte subsahariano para una muestra de la Ciudad de Buenos Aires con la utilizacion de

30 y 25 AIMs, respectivamente.

A partir de todos los datos recabados hasta ahora, podemos asegurar que la sociedad
argentina en general, y la poblacion de AMBA en particular, es una sociedad producto de
grandes procesos de mestizaje. A partir de los estudios que realizamos en las muestras de
pacientes con Hemofilia del AMBA, se logré identificar que este proceso es similar a los
reportados para la poblacion general, dando un mayor porcentaje de aporte Europeo (63,5%),
y en menor medida nativo americano (23,4%) y africano (12,9%). En un primer analisis
podemos notar que nuestras muestras tienen los componentes minoritarios sobreestimados,
esto se debe principalmente a no haber podido utilizar los 30 marcadores propuestos, y
principalmente, a la no utilizacion del marcador FY*null. Este tltimo es de gran utilidad para
la discriminacion de ancestria africana en la poblacion. Por otro lado, hubo dos marcadores
—WI-11153 y MECOM— que al analizarlos no se encontraron en equilibrio de Hardy
Weinberg, esto nos estaria indicando que en dichos marcadores esta actuando algun factor
externo, por lo que tuvimos que descartarlos. Como ya se ha mencionado, otros estudios
(Patifio, 2020; Russo etal., 2016) han demostrado que el numero recomendado de
marcadores a utilizar es 30, ya que con menos que estos los aportes minoritarios suelen

presentarse sobreestimados.

De todas formas, para el fin de nuestra investigacién, conocer que estos aportes
africanos existieron es suficiente para poder preguntarnos si efectivamente hay una diferencia
entre quienes producen inhibidores a la terapia y quienes no. En pos de responder esto,
clasificamos nuestra muestra en estos dos grupos: 33 personas con hemofilia que desarrollan

el inhibidor, y 27 que no lo desarrollan. Tomando los datos producidos por la academia
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estadounidense, cabria esperar que la muestra se clasifique mostrando una mayoria de
ascendencia africana entre quienes si desarrollaron el inhibidor de la terapia. Pero al analizar
los datos las diferencias entre las muestras no es significativa, por lo que podemos afirmar
que la ancestria no es un indicador fiable para identificar mayor probabilidad de desarrollar

inhibidores en la poblacion del AMBA argentino.

En cuanto a los objetivos propuestos, hemos logrado validar la metodologia
propuesta, logrando poner a punto 29 de los 30 marcadores elegidos. Planificamos a futuro
continuar con el trabajo de la puesta a punto del inico marcador que no pudimos analizar,
esperando contar con los recursos y la posibilidad de llevarlo a cabo. Se ha logrado estimar la
ancestria individual en pacientes con HA, especificamente con la mutacion causal Inv22,
dentro del AMBA, y se ha podido analizar 33 individuos de esta muestra que ademas
desarrollan inhibidores de la terapia, junto con 27 que no los desarrollan. Todo lo mencionado
nos lleva a rechazar nuestra hipotesis, ya que la correlacion existente entre el desarrollo del

anticuerpo inhibidor anti FVIII y la ancestria individual no ha sido significativa.

En conclusién, la ancestria individual y la mezcla génica de pacientes de HA con la
mutacion causal Inv22 dentro del AMBA, no muestra una diferencia en los aportes africanos,
nativos americanos ni europeos respecto a quienes desarrollan o no el inhibidor. Esto nos
indica que para la muestra analizada la enfermedad no se expresa de forma diferente segiin
las distintas ancestrias. Este hallazgo plantea la posibilidad de que existan otros factores
genéticos, epigenéticos o inmunoldgicos que contribuyen a estas diferencias, los cuales atn
no se comprenden por completo. Ademas, estas observaciones subrayan la necesidad de
explorar con mayor profundidad los mecanismos moleculares y las interacciones
genético-ambientales que podrian influir en la inmunogenicidad del tratamiento en diferentes
grupos poblacionales. Esperamos continuar indagando en las relaciones genéticas que se
presentan en el desarrollo del inhibidor de la terapia para poder brindar mejores experiencias
con los tratamientos a quienes padecen esta enfermedad. Abordar estas cuestiones podria no
solo optimizar los tratamientos para poblaciones especificas, sino también contribuir al

desarrollo de estrategias terapéuticas mas equitativas y efectivas a nivel global.
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5.1 Conclusiones finales

e Se logroé poner a punto la metodologia para caracterizar 29 de los 30 marcadores

genéticos propuestos, optimizando su analisis y visualizacion.

e Se analizaron un total de 60 muestras de pacientes con hemofilia mediante el uso de

27 AIMs alcanzando resultados representativos para esta poblacion especifica.

e [os resultados obtenidos no evidenciaron diferencias significativas en la composicion
de ancestria entre las subpoblaciones analizadas, es decir, entre quienes desarrollan

inhibidores a la terapia y quienes no lo hacen.

e No se identific6 evidencia que permita establecer una relacion entre la ancestria
africana y la mayor probabilidad de desarrollar inhibidores, lo que sugiere la

necesidad de explorar otros factores.

e Este estudio constituye el primer andlisis genético de ancestria realizado en pacientes
con hemofilia provenientes del AMBA y, ademads, representa el primer andlisis de este
tipo a nivel mundial. Los resultados obtenidos aportan datos novedosos sobre la
composicion genética de esta poblacion y contribuyen a ampliar el conocimiento

sobre la diversidad genética en pacientes con hemofilia.
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Anexos

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIOS GENETICOS EN HEMOFILIA

Buenos Aires,............... (o [T de...........

Proyecto de investigacioén: "Exploracién masiva del genotipo en pacientes con variantes
patogénicas constitucionales que modifican el fenotipo hemofilico en varones y mujeres"

Lugar de realizacion: Laboratorio de Genética Molecular de la Hemofilia, Instituto de Medicina
Experimental CONICET - Academia Nacional de Medicina

Investigadores responsables: Dra. Liliana Rossetti, Dra. Pamela Radic

Por la presente dejo expreso mi consentimiento para la utilizacidon de muestras de mi
sangre (0 la de mi hijo/a) . que sera objeto de estudios
moleculares, sobre el ADN/ARN extraido a partir de los leucocitos de sangre periférica, mucosa
bucal y/u orina relacionados al desarrollo de hemofilia y su respuesta al tratamiento.

La muestra de mi ADN o ARN extraida podra ser utilizada en futuras investigaciones que
permitan ampliar el conocimiento en el area de la hemofilia, pero no para el estudio de otras
patologias de origen total o parcialmente genético sin mi expresa autorizacidn por escrito.

Fui informado/a, a través de una entrevista de asesoramiento, que la confidencialidad de
mi identidad sera preservada de acuerdo a lo establecido en la Ley No.25326 de Proteccién de
Datos Personales comprendiendo tanto a las publicaciones que surgieran de este estudio como a
los resultados que se encontraran encriptados o codificados y que me entregaran un informe con
los resultados obtenidos.

La participacién en este estudio es de caracter completamente voluntario, pudiendo
denegar mi colaboracion en cualquier momento si asi lo considerare. El procedimiento no involucra
para mi beneficios directos desde el punto de vista diagndstico ni prondstico, sino que esta
contribuciéon permitird ahondar el estudio en Hemofilia. A su vez, el equipo de investigacion y todo
aquel profesional involucrado en la recoleccidén, almacenamiento, transporte y descarte final del
material bioldgico se compromete a tomar los recaudos necesarios para mantener el anonimato de
la muestra y de la informacion obtenida a partir de ella, preservando mi privacidad segun dispone
la Declaracion de Helsinki y la Declaracién Internacional sobre Datos Genéticos debido a que son
muestras bioldgicas (art. 2 inciso IV) y los art. 20 y 21.

Asimismo, soy consciente de que no recibiré ningun tipo de retribucidon y/o compensacion
por la toma del material bioldgico y que la utilizacion del mismo por el Laboratorio de Genética
Molecular de la Hemofilia tampoco le generard ninglun tipo de retribucién econémica a los
investigadores responsables.

Consiento en participar de este estudio:

Apellido y NOMDBIre. ... e

Yo, el abajo firmante, dejo constancia de haber estado presente durante la presentacién de los
datos aqui expresados a la persona arriba firmante.

Firma del auditor/testigo Fecha
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Anexos

ACADEMIA NACIONAL DE MEDICINA

(BUENOS AIRES)

Buenos Aires, 5 de noviembre de 2019.-

La Academia Nacional de Medicina avala el proyecto de investigacion
elevado por las Dras. Liliana Rossetti y Pamela Radic para ser presentado al PICT
de la Agencia Nacional de Promocion Cientifica y Tecnolégica.

El titulo es: “Exploracion masiva del genotipo en pacientes con variantes
patogénicas constitucionales que modifican el fenotipo hemofilico en varones %

mujeres’”.
El mismo se realizara en el Laboratorio de Genética Molecular de Hemofilia
del IMEX-CONICET/ANM. o //

Acad. Dr. MARCELO V. ELIZARI

PRESIDENTE
T. I N° 13160/19/X
Avda. Las Heras 3092 Tels.: (54.11) 4805-6890/3392
C1425ASU Buenos Aires E-mail: acamedbai@acamedbai.org.ar
Argentina Web: www.anm.edu.ar
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ACADEMIA NACIONAL DE MEDICINA
(BUENOS AIRES)
Buenos Aires, 30 de octubre de 2019.-

El Comité de Etica de los Institutos de la Academia

Nacional de Medicina avala el proyecto de investigacion titulado
“Exploracién masiva del genotipo en pacientes con variantes patogénicas
constitucionales que modifican el fenotipo hemofilico en varones y
mujeres”, elevado por las Dras. Liliana Rossetti y Pamela Radic.

La documentacién evaluada no presenta

objeciones desde el punto de vista ético.

Los integrantes del Comité de Etica son:

* o e @

Dra. Liliana Martinez Peralta (Presidente)
Acad. Maria Marta de E. de Bracco (Vicepresidente)
Dra. Emilse Bermejo (Secretaria)

Acad. Mercedes Weissenbacher

Dra. Hna. Elena Lugo

Dra. Maria del Carmen Sasiain

Dr. Roberto Chuit

Dr. Miguel Angel Espeche Gil

Dr. Ezequiel Vazquez

Dra. Mirta Giordano

Hna. Mercedes

Bioq. Maria Fabiana Alberto

T.1. N° 13160/19/X

Dra. Liliana Martinez Peralta

Presidente
CEIANM
Avda. Las Heras 3092 Tels.: (54.11) 4805-6890/3392
C1425ASU Buenos Aires E-mail: acamedbai@acamedbai.org.ar
Argentina Web: www.anm.edu.ar
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Buenos Aires, 25 de octubre de 2019

Sefiores Miembros del
Comité de Etica de los Institutos de la Academia Nacional de Medicina

El Comité de Bioseguridad, en conjunto con la Comisién de Higiene y Seguridad,
considera aprobado el proyecto titulado “Exploracién masiva del genotipo en
pacientes con variantes patogénicas constitucionales que modifican el
fenotipo hemofilico en varones y mujeres” presentado por las investigadoras
responsables (IR), Dra. Liliana C. Rossetti/ Dra. Pamela Radic

Cabe destacar que dicha aprobacién se otorga en funcion de la informacion vertida
en los formularios que les fueran entregados al Comité y Comision mencionados, y
que el cumplimiento de lo alli explicitado queda bajo la entera responsabilidad del
IR. Tanto el IR como el personal involucrado se comprometen a cumplir con todas
las normas de Bioseguridad y Seguridad relacionadas a su proyecto.

Asimismo, el IR se compromete a informar cualquier cambio que se produzca antes
o durante el desarrollo del proyecto tales como modificaciones de las técnicas, del
equipamiento o de los materiales utilizados, o cambios de los riesgos difundidos
respecto de los materiales utilizados, o modificaciones del personal involucrado.

Esta aprobacién tiene una validez maxima de tres afios y se refiere exclusivamente
a los procedimientos desarrollados en las instalaciones de la Academia Nacional de
Medicina y al transporte de material desde y hacia la misma. Todas aquellas
practicas que se realicen fuera de este ambito quedan bajo la responsabilidad de la
Institucion en la que se realicen.

Validez hasta: 25 de octubre de 2022

Comité de Bioseguridad de los Institutos de la Academia Nacional de Medicina

%
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Comisién de HYH*ez:e y Seguridad de la Academia Nacional de Medicina

M& ep SUSHIR FIK
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Anexos

ANEXO III
Tabla de Resultados PCR-APLP - Multiplex
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Anexos

NOTCH2 |CYP19-E2JROPN1L |SLC39A4 |WI-9231*1|PTPRO

ROR1

SLC24A5 |[DLGAP5 |JAMER4 |AMER2

KLHL29 JAMER1

OGFOD3 |[FOXP1

2

10|2

11

12|0

13|2

141

15|11

161

1711

181

191

201

21)0
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Anexos

NOTCH2 |CYP19-E2JROPN1L |SLC39A4 |WI-9231*1|PTPRO

ROR1

SLC24A5 |[DLGAP5 |JAMER4 |AMER2

KLHL29 JAMER1

OGFOD3 |[FOXP1

221

231

2411

25|10

26]0

2712

281

291

30]0

31)2

32)2

33)2

3410

35)2

36)2

37)2

38)2

39)2

40|12

41|12

42|10

431
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NOTCH2 |CYP19-E2JROPN1L |SLC39A4 |WI-9231*1|PTPRO

ROR1

SLC24A5 |[DLGAP5 |JAMER4 |AMER2

KLHL29 JAMER1

OGFOD3 |[FOXP1

440

45|12

46|2

4712

48]0

49|12

50]0

51)2

521

5310

5410

55]0

56)2

57)2

58]0

591

60)2

61)2

62]2

63]2

64]2

65]0

109



Anexos

ANEXO IV
Tabla de Resultados PCR-APLP
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Anexos

2042314

DAG 1

10510511

MECOM

EURO

WI-11909

KIF3C

#

10

1

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23

24
25

26
27

28
29
30
31

32
33
34
35
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Anexos

2042314

DAG 1

10510511

MECOM

EURO

WI-11909

KIF3C

#

36
37

38
39

40

41

42

43

44
45

46

47

48

49

50
51

52
53

54
55

56
57

58
59
60
61

62
63
64
65
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Anexos

ANEXO V
Tabla de Resultados PCR-RFLP
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TYR192

LPL

WI-11153

WI-7423

DRD2

GC*S

APO

10

1

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

32
33
34
35
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TYR192

LPL

WI-11153

WI-7423

DRD2

GC*S

APO

36
37
38
39
40

41

42

43

44
45

46

47

48

49

50
51

52
53
54
55
56
57

58
59
60
61

62
63
64
65
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