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Resumen. La hemofilia A (HA) y B (HB), son enfermedades hereditarias
de la coagulación sanguínea, su mecanismo de transmisión es recesivo liga-
do al cromosoma X y son debidas a mutaciones en los genes que codifican
respectivamente para el factor VIII, localizado en Xq28 y para el factor IX,
localizado en Xq27; esto ocasiona deficiencia o ausencia de estas proteínas
en el plasma. Múltiples mutaciones son responsables de la alteración en es-
tos dos genes, razón por la cual resulta poco práctica la aplicación de un mé-
todo de diagnóstico molecular directo en la identificación de mujeres porta-
doras y de fetos afectados; por ello, la estrategia diagnóstica adecuada es el
empleo de polimorfismos ligados al gen, los cuales son independientes de la
mutación y su análisis permite seguirle la pista al cromosoma X portador de
la mutación, apoyándose en el estudio del árbol genealógico familiar. El ob-
jetivo de este trabajo fue identificar desde el punto de vista molecular, ges-
tantes portadoras de HA o HB y fetos varones afectados o no por estas enfer-
medades, referidos a la Unidad de Genética Médica de la Universidad del Zu-
lia (UGM-LUZ), Maracaibo, Venezuela. Se analizaron 32 muestras de DNA
correspondientes a 8 gestantes, 8 fetos, 8 varones afectados y 8 varones sa-
nos para el factor VIII. A través de la reacción en cadena de la polimerasa
(PCR), se amplificó un fragmento de 142 pares de bases (pb) que correspon-
de al intrón 18 del gen, el cual contiene un polimorfismo de restricción para
la enzima BclI y a través de PCR duplex se amplificaron secuencias STRs de
los intrones 13 y 22, y para el factor IX, se amplificaron los polimorfismos
HinfI, XmnI y TaqI; se pudieron elaborar los haplotipos respectivos en las
personas clave de las familias afectadas, que permitieron identificar en 5 de
las 8 familias al cromosoma X portador de la mutación responsable de estas
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enfermedades, logrando diagnosticar tres fetos varones sanos, dos fetos varo-
nes afectados con HA y tres fetos hembras.

Indirect prenatal molecular diagnostic of Haemophilia A and B.
Invest Clin 2008; 49(3): 289 - 297

Key words: Prenatal diagnosis, Haemophilia A, Haemophilia B, polymerase chain
Reaction.

Abstract. Haemophilia A (HA) and B (HB) are the most common inher-
ited bleeding diseases. HA and HB are X-linked recessive disorders caused by
mutation in the factor VIII gene which maps to Xq28 and factor IX located at
Xq27, respectively; resulting in absence or deficiency of these proteins. Sev-
eral mutations have been reported as responsible for the disturbance of these
genes; therefore, the use of direct molecular techniques to analyze the carrier
status of women and their affected fetuses in not easy to perform. Thus, gene
linked polymorphisms analysis is the most convenient molecular test since it
is independent from the nature of the mutation, allowing the identification of
the mutant X chromosome by following its segregation along the pedigree.
The main objective of this research was to perform the molecular diagnosis of
HA or HB carrier status in pregnant women and male fetuses affected or not,
who were referred to the Medical Genetic Unit of the University of Zulia
(UGM-LUZ), Maracaibo, Venezuela. Molecular analysis for HA and HB was per-
formed in 32 DNA samples from 8 pregnant women, 8 fetuses, 8 affected and
8 healthy males. Using the Polymerase Chain Reaction (PCR), a 142 bp (bases
pairs) fragment, which corresponds to intron 18 of the Factor VIII gene, was
amplified. This fragment has a restriction polymorphism for the enzyme Bcl I.
Additionally, a Duplex PCR was performed for the STRs (short tandem repeat)
of introns 13 and 22 of the same gene. On the other hand, Hinf I, Xmn I y Taq
I polymorphism in the factor IX gene were also amplified, so, we were able to
build the haplotypes for each one of the key members in the families affected.
The latter, allowed us to identify, in five of the eight cases, the mutant X chro-
mosome responsible of HA and HB, thus, prenatal diagnosis was possible with
the following results: three healthy males fetuses, two affected males fetuses
with HA and three females fetuses.

Recibido: 07-03-2007. Aceptado: 15-11-2007.

INTRODUCCIÓN

Las Hemofilia A (HA) y B (HB), son en-
fermedades genéticas graves, cuyo mecanis-
mo de transmisión hereditario es recesivo
ligado al cromosoma X; la HA tiene una in-
cidencia de 1 por cada 5.000 a 10.000 varo-

nes nacidos vivos (1-7) y la HB de 1 por
cada 30.000 a 40.000 (8, 9).

Ambas entidades se caracterizan por
alteraciones en la coagulación sanguínea.
La manifestación clínica principal es el san-
grado, cuya localización, frecuencia y grave-
dad dependerá de la actividad del factor
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VIII (FVIII) y del factor IX (FIX) respectiva-
mente (7, 9).

El gen que codifica el FVIII se localiza
en el brazo largo del cromosoma X en la re-
gión Xq28, tiene una longitud de 186 Kilo-
bases (Kb) distribuída en 26 exones y 25 in-
trones. Se han reportado múltiples muta-
ciones (2, 4, 5, 7, 10, 11). El gen que codifi-
ca el factor IX también se localiza en el bra-
zo largo del cromosoma X pero en la región
Xq27, tiene una longitud de 34 Kb y está
compuesto por 8 exones y 7 intrones, y
también se ha detectado amplia heteroge-
neidad alélica (11-13).

Tradicionalmente, el diagnóstico de
afectados y de portadoras de HA y HB se ha-
bía basado conjuntamente en el cuadro clí-
nico y en la medición del porcentaje de ac-
tividad coagulante de los factores VIII y IX
respectivamente. El diagnóstico prenatal se
realizaba mediante la determinación de la
actividad coagulante e inmunológica de
FVIII o FIX en sangre obtenida por cordo-
centesis entre las 18 y 20 semanas de gesta-
ción (1, 10, 13-15).

En la actualidad estos métodos han
sido superados por la aplicación de las téc-
nicas de análisis directo o indirecto del áci-
do desoxirribonucleico (ADN) embrionario
o fetal, extraído de muestras del producto
de la concepción obtenidas por procedi-
mientos invasivos tales como: biopsia de ve-
llosidades coriónicas, amniocentesis y cor-
docentesis (1, 2, 10, 16).

Debido a la gran variedad de mutacio-
nes que puede presentarse a lo largo del
gen, se ha dificultado la detección directa de
la mutación causante de la enfermedad,
dado que muchas familias afectadas de HA y
HB tienen generalmente una mutación dis-
tinta en el gen, por lo que, se ha desarrolla-
do una estrategia, basada en el estudio de la
segregación familiar de polimorfismos pre-
sentes en el DNA, independientes de la natu-
raleza de la mutación responsable de la en-
fermedad, lo que ha hecho posible identifi-

car al cromosoma X portador del gen defec-
tuoso. De esta manera, se puede establecer
el diagnóstico indirecto molecular tanto de
portadoras como del estado de afectación de
nuevos casos familiares de HA y HB incluído
el diagnóstico prenatal (1, 2, 4-6, 9, 10, 17).

El objetivo de este trabajo fue identifi-
car el estado de portadora de mujeres ges-
tantes con historia familiar de HA o HB me-
diante análisis molecular indirecto y diag-
nosticar si sus fetos varones estaban afecta-
dos o no con estas enfermedades.

PACIENTES Y MÉTODOS

Se estudiaron 8 gestantes entre 21 y
30 años de edad con embarazos de edad
gestacional entre 15 y 17 semanas, con an-
tecedente de más de 1 familiar en primer
y/o segundo grado afectado con HA o HB
severa. El diagnóstico de HA y de HB en los
familiares afectados fue realizado previa-
mente por un hematólogo, de acuerdo a las
manifestaciones clínicas y la determinación
de la actividad del FVIII, y del FIX en el
plasma según sea el caso, quien los refirió a
la consulta de Genética de la Unidad de Ge-
nética Médica de LUZ (UGM-LUZ), Maracai-
bo, Venezuela.

A 7 de las 8 gestantes se les realizó
amniocentesis bajo monitorización ecográ-
fica entre las 15 y 17 semanas de gestación,
sin complicaciones, se obtuvieron entre 12
y 15 cc de líquido amniótico y se extrajo
ADN directamente de amniocitos sin culti-
var y amniocitos cultivados, mediante la
técnica descrita por Old (18). A una de las
gestantes se le realizó la amniocentesis en
2 embarazos consecutivos.

Se obtuvo ADN de 24 muestras, a par-
tir de 200 µL de sangre periférica anticoa-
gulada con EDTA 500 mM según técnica
CTAB/DTAB (19). Dichas muestras corres-
ponderan a las 8 gestantes, un familiar va-
rón afectado y un familiar varón sano por
cada una de ellas.
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Para la realización de este trabajo, se
contó con el consentimiento informado de
las familias estudiadas y la aprobación del
Comité de Bioética de la UGM-LUZ.

Análisis molecular
Previo al análisis de los polimorfismos

del gen del FVIII y del FIX, a los 8 fetos se
les realizó la identificación de género me-
diante análisis de la presencia de secuen-
cias exclusivas del cromosoma Y (20), con-
firmado posteriormente a través de carioti-
po fetal según técnica convencional.

Para el análisis de polimorfismos en el
gen de HA, se realizó PCR para amplificar un
fragmento de 142 pb localizado en el intron
18 del gen del FVIII, el cual contiene un po-
limorfismo de restricción para la enzima
BclI con alelos de 142 y 99 + 43 pb (6, 17,
21, 22). Para la amplificación se utilizaron
los iniciadores: I18A 5´- TAA-AAG-CTT-TAA
-ATG-GTC-TAG-GC-3´, I18B 5´-TTC-GAA-
TTC-TGA-AAT-TAT-CTT-GTT-C-3´. También
se amplificaron fragmentos de los intrones
13 y 22, analizando los polimorfismos
(CA)n y (GT)n (AG)n (23 - 25). Estos dos
polimorfismos se analizaron en una misma
reacción de PCR y se caracterizaron en gel
de poliacrilamida (PAGE) al 10% con tin-
ción argéntica. Los iniciadores utilizados
fueron: I13A 5’- TGC-ATC-ACT-GTA-CAT-
ATG-TAT-CTT -3´. I13B 5´- CCA-AAT-TAC-
ATA-TGA-ATA-AGC-C -3´. I 22A 5´-TTC-
TAA-GAA-TGT-AGT-GTG-TG -3´, I 22B 5´-
TAA-TGC-CCA-CAT-TAT-AGA -3´.

Para el análisis de polimorfismos en el
gen de HB, se amplificaron fragmentos de
325 y 375 pb del polimorfismo HinfI
(26,27). Se utilizaron los iniciadores: I1A
5´-GTC-CAT-CAT-TGA-CCA-AA- 3´. I1B
5´-GAC-ACT-CCT-GAA-CTC-T -3´. Un frag-
mento de 1.176 pb fue amplificado conte-
niendo un polimorfismo de restricción para
la enzima XmnI (9, 28), generando frag-
mentos de 1.176, 858 + 318 pb (27). Para
la amplificación se utilizaron los iniciado-

res: I3A 5´-AAT-CAG-AGA-CTG-CTG-ATT-
GAC-TT- 3´, I3B 5´-AAA-CAG-CCA-GAT-
AAA-GCC-TCC-A- 3´. Un nuevo fragmento
de 343 pb fue amplificado, conteniendo un
polimorfismo de restricción para la enzima
TaqI (29), generando tamaños de 343, 171
+ 172 pb (27). Se utilizaron los Iniciado-
res: I4A 5´-TTG-CAT-CTG-GAG-GTA-AT -3´,
I4B 5´-CAT-GAC-TAA-ATT-GCT-ATC -3´.
Todos los productos amplificados y digeri-
dos según el caso para diagnóstico de HB se
caracterizaron en geles de agarosa al 2% te-
ñido con bromuro de etidio.

RESULTADOS

Se estudiaron 6 gestantes con antece-
dente de HA y 2 de HB. Del primer grupo, 4
cumplían con criterios de ser portadora
obligada y 2 eran posibles portadoras. Para
el polimorfismo BclI (Fig. 1), 3 de ellas re-
sultaron informativas (heterocigotas), otra
para el intrón 13 y las 2 restantes fueron
homocigotas para los 3 polimorfismos, sin
embargo se pudo determinar el estado por-
tador en ambas, al comparar la muestra de
cada una de ellas con la de un familiar en
primer grado afectado y uno sano, resultan-
do homocigotas para el alelo presente en el
familiar afectado (Tabla I).

Con respecto a las gestantes con ante-
cedente de HB, ambas fueron homocigotas
para los 3 sistemas polimórficos ligados a
HB (Tabla II), pero el análisis molecular de
los tres polimorfismos permitió diagnosti-
car a una de ellas como no portadora cuan-
do su muestra fue comparada con la de un
hermano afectado y la otra resultó portado-
ra al comparar su muestra con la de una
hermana portadora heterocigota y la de un
sobrino afectado, resultando ella homocigo-
ta para el alelo del afectado.

Con el análisis molecular de las fami-
lias, se realizó la construcción de los haplo-
tipos de cada uno de sus integrantes en pri-
mer grado en las 6 familias con anteceden-
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tes de HA y en una familia con HB, en la
otra familia con antecedentes de HB se in-
cluyeron familiares de segundo grado; las
diferencias detectadas por los polimorfis-
mos entre dos regiones homólogas de un
mismo par cromosómico permitieron seguir
en un árbol genealógico la herencia de cada
uno de los miembros de dicho par, e identi-
ficar el cromosoma X portador de la muta-
ción, al compararlo con su correspondiente
familiar afectado (Figs. 2 y 3).

Se realizaron por análisis molecular 8
diagnósticos de género fetal, confirmados
también por citogenética. Se identificaron
5 fetos varones, de los cuales 3 resultaron
sanos y 2 afectados con HA y 3 fetos hem-
bras, 2 de madres portadoras de HA y la
otra de HB.

Estos resultados fueron confirmados
después del nacimiento, analizando mues-
tras sanguíneas de los recién nacidos.

DISCUSIÓN

El desarrollo y la aplicación de nuevas
técnicas diagnósticas a nivel molecular en
gestantes con enfermedades hereditarias
han permitido satisfactoriamente el diag-
nóstico in útero de múltiples enfermedades
génicas.

En el caso de la HA y HB, estos adelan-
tos han permitido determinar algunos de
los defectos moleculares que se producen
en estas enfermedades o realizar a través de
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TABLA I
MARCADOR MOLECULAR EN LAS GESTANTES CON ANTECEDENTES DE HEMOFILIA A

Gestante Edad
(años)

Antecedente de HA Portadora
obligada

Portadora
molecular

Marcador
informativo

1 28 Hijo y hermano Sí Sí BclI

2 30 Hijo, padre y 3 sobrinos Sí Sí BclI

3 21 Abuelo materno, hermano y primos No Sí BclI

4 21 Hijo y sobrino Sí Sí (CA)n

5 30 Hijo, 3 hermanos, y 2 sobrinos Sí Sí Ninguno

6 22 Hermano y sobrino No Sí Ninguno

C+ M1 2 3 4

142 pb

99 pb

43 pb

Fig. 1. Imagen de un gel de poliacrilamida al
10% en donde se observan los fragmen-
tos de restricción del polimorfismo BclI
en la familia Nº 1 con antecedentes de
HA. Línea 1: hijo sano; línea 2: madre
portadora informativa; línea 3: hijo afec-
tado; línea 4: feto afectado; C+: Control
positivo de la digestión y M: Marcador
de peso molecular �174 x Hae III.



análisis molecular indirecto, el diagnóstico
prenatal y de mujeres portadoras; para esto
se cuenta con varios polimorfismos que va-
rían en su grado de utilidad, dependiendo
de la frecuencia de sus alelos en cada pobla-
ción o grupo étnico.

La adopción de una estrategia para
realizar diagnóstico prenatal y de portado-
ras es un aspecto importante del diagnósti-
co genético y manejo de hemofilia, lo cual
principalmente depende de la tecnología
conocida y la disponibilidad de recursos del
laboratorio particular.

La detección de mujeres portadoras de
HA y/o HB es de gran importancia, debido a
que en estas enfermedades el mecanismo
de transmisión hereditario es recesivo liga-
do al cromosoma X, y generalmente sólo se
manifiestan en varones, transmitiéndose a
través de mujeres portadoras asintomáticas
y ellas tienen un riesgo de 50% de tener un
hijo varón afectado y 50% de tener una hija
portadora, si su pareja no es hemofílico
(30), por lo que la identificación de género
fetal es el primer paso que se realiza antes
de efectuar el diagnóstico en útero de estas

Investigación Clínica 49(3): 2008

294 Morales-Machín y col.

TABLA II
CARACTERÍSTICAS GENERALES EN GESTANTES CON ANTECEDENTES DE HEMOFILIA B

Gestante Edad
(años)

Antecedente de HB Portadora
obligada

Portadora
molecular

Informativa

1 21 Hermano y 2 sobrinos No Sí No

2 21 Hermano y sobrino No No No

I

II

1 2

1 2 3

A5

_

A3

A6

_

A3

A6

_

A3

A5

_

A3

A5

_

A3

I

II

1 2

1 2 3

A5

_

A3

A6

_

A3

A5

_

A3

A6

_

A3

A6

_

A3

A6

_

A3

A6

_

A3

A5

_

A3

A5

_

A3

Portadora de HA

Varón sano

Varón afectado HA

Feto sano

Portadora de HA

Varón sano

Varón afectado HA

Feto sano

Portadora de HA

Varón sano

Varón afectado HA

Feto sano

Haplotipo

Intrón 13

Intrón 18

Intrón 22

Haplotipo

Intrón 13

Intrón 18

Intrón 22

Fig. 2. Genealogia de la familia No. 4 con antecedentes de HA. Se muestran los haplotipos de los po-
limorfismos de los intrones 13, 18 y 22 del gen del FVIII. La madre (I2), resultó ser heteroci-
gota informativa para el polimorfismo (CA)n del intrón 13 y homocigota no informativa para
el polimorfismo Bcl I, con ausencia del sitio de corte (-) y homocigota no informativa para el
polimorfismo (GT)n (GA)n del intrón 22. Su hijo afectado (II1) heredó el cromosoma X con el
haplotipo (A6-A3), su hijo sano heredó el cromosoma X con el haplotipo (A5-A3) y el feto (II3)
resultó sano ya que heredó el mismo haplotipo de su hermano sano.



enfermedades. En este trabajo se diagnosti-
caron por análisis molecular 5 fetos mascu-
linos y 3 fetos femeninos confirmados por
análisis citogenético.

Para el diagnóstico molecular indirec-
to prenatal y de portadoras, se utilizaron
para HA, los polimorfismos BclI, (CA)n y
(GT)n (AG)n; su nivel de heterocigosis a ni-
vel mundial ha sido reportado en 39,3%
(16); 42% (13,17) y 46,3% (31). Para el po-
limorfismo (CA)n existen cifras de 51,2%
(31); 54% (25) y 91% (3) y para el (GT)n
(AG)n, las cifras publicadas son de 33% (23,
25) y 44% (25). En Venezuela, el porcentaje
de heterocigotas observadas para el poli-
morfismo BclI se ha estimado en 43% (22),
similar a las obtenidas por otros grupos de
investigación; y de 59% para los polimorfis-
mos (CA)n y (GT)n (AG)n (27), que resultó
de mayor utilidad diagnóstica en nuestra
población que en otras, tales como Alema-
nia (23) y China (25), posiblemente expli-
cada por el tamaño de la muestra y las dife-
rencias de grupos étnicos.

En este trabajo, se pudo demostrar el
estado de portadoras en las 6 gestantes que
acudieron con antecedentes de HA, obte-
niendo una utilidad diagnóstica del 100%

de los casos, resultando 3 (50%) heterocigo-
tas para el polimorfismo BclI, lo cual permi-
tió identificar el diagnóstico de feto afectado
con HA en 2 casos y de feto sano en 2 casos;
1 (16,66%) para el polimorfismo (CA)n, que
permitió identificar a 1 feto varón sano; 2
gestantes (33,33%) resultaron homocigotas
para todos los polimorfismos analizados, sin
embargo los fetos fueron femeninos. El uso
combinado de estos polimorfismos en las
gestantes portadoras generó resultados de
66,66% de heterocigotas (4/6).

Con respecto a HB, existen estudios en
relación a la heterocigosis para los polimor-
fismos intragénicos: HinfI, XmnI y TaqI; de
36%, 41% y de 45% respectivamente (13,
28); en Venezuela se ha descrito una hete-
rocigosis en 46%, 21% y 49% respectivamen-
te (27), con lo cual es notable la diferencia
con respecto al marcador XmnI, menos útil
que en poblaciones foráneas. El análisis mo-
lecular en las 2 gestantes que consultaron
con antecedentes de HB evidenció el estado
homocigoto para los tres polimorfismos y
solo una de ellas resultó portadora, y al rea-
lizar el estudio molecular de género se
identificó feto femenino lo cual fue confir-
mado por citogenética.
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Portadora de HB

Varón sano

Varón afectado HB

Feto sano

Portadora de HB

Varón sano

Varón afectado HB

Feto sano

Portadora de HB

Varón sano

Varón afectado HB

Feto sano

Haplotipo

Intrón 1

Intrón 3

Intrón 4

Haplotipo

Intrón 1

Intrón 3

Intrón 4

Fig. 3. Genealogia de la familia Nº 1 con antecedentes de Hemofila B. Se muestran los haplotipos de
polimorfismos de los intrones 1, 3 y 4. La gestante (I2), resultó homocigota no informativa
para todos los polimorfismos, el mismo del haplotipo de dos sobrinos afectados (II3 y II4). Al
feto (II1) se le realizó sólo diagnóstico de género fetal y resulto femenino.



Los resultados permiten recomendar
la incorporación de otros polimorfismos del
gen del FVIII y FIX con el objeto de lograr
la identificación del cromosoma X ligado a
la enfermedad en los casos donde se presen-
ta homocigosis para los marcadores consi-
derados.

Los resultados generales arrojaron un
71,4% de los casos (6/8) de fetos sanos, lo
que generó una reducción importante de
los niveles de ansiedad en las parejas por el
resto del tiempo de gestación, impidió ade-
más la realización de abortos ante el diag-
nóstico de feto sano, y con respecto a los
padres de los 2 fetos de sexo masculino
afectados con HA, los ayudó a tomar una
decisión informada, previniendo complica-
ciones y mejorando la calidad de vida de es-
tos niños.

Este trabajo constituye el primer apor-
te en el Estado Zulia y a nivel nacional de
diagnóstico prenatal de HA y HB a través
del análisis molecular de polimorfismos in-
tragénicos ligados a estos genes.
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