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Estudio molecular de la inversion de los intrones 1 y 22 del factor
VIII de la coagulacion en nifios con hemofilia A severa

utilizando técnica de PCR de larga distancia

Molecular study in children with hemophilia A in Colombia: analysis of Intron 1 and 22

inversion using long-distance PCR technique
Recibido: 14/04/2016. Aceptado: 20/07/2016.

Maria Fernanda Garcés' ¢ Adriana Linares'?? ¢ Isabel Cristina Sarmiento'? ¢ Jorge Eduardo Caminos!

! Universidad Nacional de Colombia - Sede Bogota - Facultad de Medicina - Departamento de Pediatria - Bogota D.C. - Colombia.

2 Fundacion Hospital La Misericordia HOMI - Unidad de Oncohematologia pediatrica - Bogota D.C. - Colombia.

3 Clinica Infantil Colsubsidio - Programa de Hemofilia - Bogota D.C. - Colombia.

Correspondencia: Adriana Linares. Departamento de Pediatria, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia.
Carrera 30 No. 45-03, Teléfono: +57 1 3165000, ext.: 15126. Bogota D.C. Colombia. Correo electronico: talinaresb@unal.edu.co.

| Resumen |

Introduccion. La hemofilia A es una enfermedad recesiva ligada al
cromosoma X, con una incidencia de 1 en 5 000 a 10 000 varones y
es el trastorno hemostatico congénito mas frecuente en varones. En
pacientes con fenotipo severo, las inversiones de los intrones 22 y
1 son las mutaciones mas comunes con una prevalencia del 45% a
50% y del 1% al 5% de los pacientes, respectivamente.

Objetivo. Determinar la frecuencia de la inversion de los intrones 1
y 22 del gen del factor VIII de la coagulacion en menores de 18 afios
con hemofilia A severa en Bogota D.C.

Materiales y métodos. Estudio descriptivo y transversal. La
identificacion de la inversion de los intrones 1 y 22 del gen del factor
VIII se realizo mediante técnicas de reaccion en cadena de polimerasa
de larga distancia.

Resultados. Se estudiaron 30 pacientes y se encontrd inversion del
intrén 22 en 12 pacientes (40%) e inversion 1 en 3 pacientes, cifras
similares a las observadas en otros estudios.

Conclusiones. Se encontraron las inversiones de los intrones 1 y 22 en
la mitad de los pacientes evaluados. Los resultados son reproducibles,
por lo que constituyen una herramienta 1til para la identificacion de
las dos mutaciones mas frecuentes en hemofilia A severa.

Palabras clave: Hemofilia A; Factor VIII; Intron (DeCS).

Garcés MF, Linares A, Sarmiento IC, Caminos JE. Estudio
molecular de la inversion de los intrones 1 y 22 del factor VIII de la
coagulacion en nifios con hemofilia A severa utilizando técnica de PCR
de larga distancia. Rev. Fac. Med. 2017;65(2):245-51. Spanish. doi:
http://dx.doi.org/10.15446/revfacmed.v65n2.57012.

| Abstract |

Introduction: Hemophilia A is an X-linked recessive disease with
an incidence of 1 in 5 000 to 10 000 males. It is the most common
congenital hemostatic disorder in men. The inversion of introns 1
and 22 in patients with a severe phenotype is considered the most
frequent abnormality, with a prevalence of 1 to 5% and 45 to 50%,
respectively.

Objective: To determine the frequency of introns 1 and 22 inversions
in factor VIII gene in children under 18 years with severe hemophilia
A in Bogota.

Materials and methods: This is a non-experimental, descriptive,
transverse study. The inversions of introns 1 and 22 for factor VIII
gene were identified using long-distance polymerase chain reaction
techniques in pediatric patients with severe Hemophilia A treated in
different centers of Bogota, Colombia.

Results: Thirty patients were analyzed. Inversion of intron 22
was found in 12 patients (40%), while inversion of intron 1 was
observed in 3 patients. These findings are similar to other studies.

Conclusions: Inversions of intron 22 and 1 were found in half of
this group of patients. These results are reproducible and useful
to identify the two most frequent mutations in severe hemophilia
A patients.

Keywords: Hemophilia A; Factor VIII; Introns (MeSH).
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Introduccion

La hemofilia A es una enfermedad hereditaria recesiva ligada al
cromosoma X que se presenta por la deficiencia cuantitativa del
factor VIII de la coagulacion. Esta enfermedad afecta a 1 de cada
5000 a 10 000 varones y se ha reportado que esta incidencia no
varia entre poblaciones (1). La enfermedad se caracteriza por la
amplia heterogeneidad de alteraciones en el gen del factor VIII
de la coagulacion (2), el cual se encuentra en la banda mas distal
del brazo largo en el cromosoma X en la region Xq28, tiene una
extension de 186kb y comprende 26 exones. De estos, 24 varian
en longitud de 69 a 262 pares de bases (pb) y los 2 restantes
correspondientes al exon 14 y 26 tienen una longitud de 3 106pb y 1
958pb, respectivamente. Ademas, en la region 3’, el exén 26 cuenta
con secuencias que no son traducidas.

En pacientes con hemofilia A severa, la mutacién mas frecuente
es la inversion del intrén 22. En este intron se encuentra la region
int22h1, que presenta elevada homologia con dos regiones distales al
gen del factor VIII: int22h2 e int22h3, localizadas cerca de 500kb de
la region telomérica del brazo largo del cromosoma X. Esta inversion
patoldgica resulta de una recombinacion homologa entre las regiones
antes descritas, lo que genera la inversion de los exones 1 al 22 en
una region externa del locus del factor VIII y, por lo tanto, la pérdida
total en la expresion y funcion de la proteina. A su vez, esto produce
un fenotipo severo de la enfermedad. Respecto a la inversion del
intron 1, la region int1h2 se encuentra cerca de 140kb del telomero
y se diferencian solo en un nucledtido de la secuencia intlhl del
intron 1, ubicado en orientacion contraria a este. La recombinacion
intracromosomica de estas regiones resulta en el desplazamiento
del exon 1 por 140kb en direccion al telomero. Esta inversion es
responsable del 1% al 5% de los casos severos.

Laseveridad de la enfermedad se clasifica de acuerdo con la cantidad
de factor VIII residual, determinada por la actividad enzimatica y
categorizada en los siguientes intervalos: <1% de actividad se define
como severo, entre 1-5% de actividad, moderado, y entre 5-40% de
actividad, leve (1). En pacientes con hemofilia A severa, la mutacion
mas frecuente es la inversion del intrén 22 (INV22) (3), seguida por
deleciones de grandes segmentos del gen e inversion del intrén 1. Una
de las complicaciones mas graves de la hemofilia severa es el desarrollo
de anticuerpos inhibidores, cuya incidencia estimada en paciente con
hemofilia severa esta entre 10% y 50% de los pacientes (3-6). En el
informe de la Cuenta de Alto Costo y el Ministerio de Salud de 2015
(7), se informaron en Colombia 1 325 casos de hemofilia estudiados
para inhibidores, 335 de ellos con presencia de anticuerpos inhibidores
contra factor VIIL

Segun el protocolo de diagnostico molecular de la enfermedad
recomendado para los diferentes centros especializados a nivel
mundial, el primer paso en el estudio de mutaciones asociadas es la
deteccion de la INV22 por la frecuencia de presentacion, que es cerca
del 50% de los casos con fenotipo severo (3,8). Una vez realizado este
analisis, si es negativo, se recomienda el estudio de la inversion del
intrén 1 (INV1) responsable del 1-5% de los casos severos. Para los
casos negativos, se aconseja ejecutar un tamizaje general de posibles
modificaciones en otros exones, en los sitios de reconocimiento de
corte: splicing y el analisis de la region del promotor (9).

En el presente estudio, se determiné la frecuencia de la INV22
e INV1 del gen del factor VIII de la coagulaciéon en un grupo de
pacientes pediatricos con hemofilia A severa y moderadamente severa
(actividad del FVIII 1%-2%), con el uso de técnicas moleculares
de reaccion en cadena de polimerasa de larga distancia (LD-PCR).
Del mismo modo, se busco correlacionar la deteccion de la INV1 e
INV22 del gen del factor VIII de la coagulacion con las caracteristicas

fenotipicas de la enfermedad y la presencia de anticuerpos inhibidores
en la poblacion de estudio.

Materiales y métodos

Se incluyeron 30 varones menores de 18 aflos con diagnostico de
hemofilia A de fenotipo severo: pacientes con hemofilia A severa
(actividad del FVIII <1%) y moderadamente severa (entre 1% y
<2% de actividad de FVIII, medida por método coagulométrico de
dos pasos), a quienes se les realizo la prueba para genotipo de las
inversiones de los intrones 22 y 1. La informacion clinica se recolecto
de forma retrospectiva. Se midieron variables sociodemograficas,
clinicas y de ayudas diagnoésticas. A partir de los instrumentos de
recoleccion, se construyd una base de datos en el programa Excel,
donde se digitd la informacion. Para el andlisis de las variables,
se tuvo en cuenta su distribucion. Las variables cuantitativas se
presentaron en medidas de tendencia central y de dispersion y las
cualitativas, en frecuencias absolutas y relativas. Para esto se utilizd
el programa estadistico Stata 11.

Toma y procesamiento de la muestra

Se efectud una toma y recoleccion de muestras propias del seguimiento
clinico de los pacientes. Una vez recolectada la muestra, se procedid
a realizar aislamiento de leucocitos con la metodologia de separacion
por gradientes de sucrosa usando el reactivo LSM (Lymphocyte
Separation Medium). El pellet de células obtenido se almacend a
-80°C hasta su procesamiento.

Extraccion de ADN

El ADN se extrajo a partir de los pellets almacenados a -80°C y se
utilizé el kit PureLink™ Genomic DNA (Invitrogen), de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. La pureza y calidad de cada
una de las extracciones se estableci6 a través de espectrofotometria,
con una lectura de 260nm y mediante la relacion 260/280nm, siendo
aceptables relaciones por encima de 1.5. Esto se midié con ayuda
del equipo Thermo Scientific NanoDrop 2000c.

Deteccion de la inversion del intron 1y 22 en el gen
del FVIII

Se implementd el método basado en LD-PCR (10,11), una de las
técnicas para la deteccion de estas inversiones, entre otras, como la
Inverse Shifting PCR (12).

Analisis molecular

LaINV22 se genera a través de recombinacion homologa entre int22h1
(region intragénica) con int22h2 e int22h3 (regiones extragénicas)
(13). Para estudiar la inversion del intron 22, se sintetizaron los
primers P, Q y A, B, segun la metodologia propuesta por Liu et al.
(11). Los primers Py Q se unen a la region int22h1, mientras los A'y
B se unen a int22h2 e int22h3. Las secuencias usadas en la deteccion
de la INV22 se muestran en la Tabla 1.

Para detectar la INV22 con LD-PCR, se modificé el protocolo
original (11). Debido a la complejidad de la reaccion, los mejores
resultados se obtuvieron mediante la reaccién con mezclas de
parejas de primers, de acuerdo con lo reportado por Polakova et
al. (13). En la mezcla de PCR se uso el kit Invitrogen Platinum®
Taq DNA Polymerase High Fidelity, segtin el cual cada reaccion
debia contar con los siguientes componentes: Buffer High Fidelity



Rev. Fac. Med. 2017 Vol. 65 No. 2: 245-51

247

PCR 10X concentracion en reaccion 1X y mezcla de ANTP 0.5mM,
MgSO, 0.2mM, para las parejas de primers P/Q 0.4uM y A/B
0.2uM. En el caso de las parejas P+B y A+Q 0.4uM, se usé 7%
de DMSO, 200ng de DNA femplate y enzima Platinum® Taq DNA
Polymerase High Fidelity 1U por reaccion.

Tabla 1. Detalle de las secuencias de los primers usados en la deteccion de
la inversion 22 del gen del FVIII de la coagulacion.

Identificacion Secuencia

INT22 P 5'-GCCCTGCCTGTCCATTACACTGATGACATTATGCTGAC-3"
INT22 Q 5'-GGCCCTACAACCATTCTGCCTTTCACTTTCAGTGCAATA-3'
INT22 A 5'-CACAAGGGGGAAGAGTGTGAGGGTGTGGGATAAGAA-3'
INT22 B 5'-CCCCAAACTATAACCAGCACCTTGAACTTCCCCTCTCATA-3'

Nota: En la publicacion original (11), la secuencia del primer B difiere de la
secuencia de referencia. Por esta razon, se hace una correccion en la tltima
base. Fuente: Elaboracion con base en (11).

En esta investigacion, se modificé el protocolo propuesto
por Liu et al. (11) y por Polakova et al. (13), por lo que se suprimio
7-deazaGTP. Esto, ya que, a partir de la estandarizacion, se establecid
que este componente no aportaba precision o mejores resultados
en las condiciones de PCR antes mencionadas. Las condiciones
de temperatura para la PCR se dispusieron de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante de la enzima usada. De esta manera, se
realiz6 una denaturacion inicial de 94°C por 2min, seguido de 35 ciclos
de denaturacion a 94°C por 30s, alineamiento a 55°C por 30s y una
extension a 68°C por 13min en cada ciclo. Estas reacciones se llevaron
a cabo en el termociclador c1000 Touch Thermal Cycler (BIO-RAD).
Como control interno de la reaccion en la deteccion de la INV22 del
gen del FVIII, se corrid la reaccion con la pareja de primers A/B. Esta
se amplifico con y sin inversion, ya que, aunque se genero la inversion,
por lo menos una copia de estas regiones externas permanecio intacta
(int22h2 o int22h3).

A fin de detectar la INV1, se llevo a cabo el protocolo descrito
por Bagnall ef al. (10). Se uséd la mezcla de primers 9cR, 9F e
intlh2F en la deteccion de la region intlhl y la mezcla int1h2F,
intlh2R y 9F para la deteccion de la region int1h2. Las secuencias
que encontraron la INV1 se muestran en la Tabla 2. La expresion
del primer exdn en pacientes con el gen del FVIII de la coagulacion
con INV1 no es esperado. A fin de detectar la INV1, se compararon
los productos de amplificacion de intlhl e int1h2.

Tabla 2. Detalle de la secuencia de los primers usados en la deteccion de la
inversion 1 del gen del FVIII de la coagulacion.

Identificacion Secuencia

9cR 5'-CTAGCTTGAGCTCCCTGTGG-3'
9F 5'-GTTGTTGGGAATGGTTACGG-3'
Int1h2F 5'-GGCAGGGATCTTGTTGGTAAA-3'

IntTh2R 5'-TGGGTGATATAAGCTGCTGAGCTA-3'

Fuente: Elaboracion con base en (10).

Del mismo modo, se empled el kit Invitrogen Platinum® Taq
DNA Polymerase High Fidelity para mezclar la reaccion. Segin este,

cada reaccion debe contar con los siguientes componentes: Buffer
High Fidelity PCR 10X concentracion en reaccion 1X, mezcla de
dNTP 0.2mM, mezcla de primers en cada caso a una concentracion
de 0.4uM, DMSO 5%, 200ng de DNA template y enzima
Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity 1U por reaccion. Se
realizaron dos reacciones por paciente con las mezclas de primers
antes mencionadas. Las condiciones de temperatura de la PCR se
dispusieron segun las especificaciones del fabricante de la enzima:
se us6 una denaturacion inicial a 94°C por 30s, seguida de 30 ciclos
compuestos de una denaturacion a 94°C por 30s, alineamiento a 55°C
por 30s y una extension a 68°C por 2min. Estas reacciones se llevaron
a cabo en el termociclador C1000 Touch Thermal Cycler BIO-RAD.

Luego, el analisis de los productos se realizé en un gel de agarosa
al 1%, con uso de buffer de carga BlueJuice™ Gel Loading
Buffer (Invitrogen) y marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen) y se leyo en el fotodocumentador de iméagenes
Syngene®, software GeneSnap®.

Se valido la técnica para la deteccion de la INV1 e INV22 del gen
del FVIII tres veces, con controles positivos (varones afectados),
proporcionados por los investigadores De Brasi y Lillicrap y
controles negativos (individuos sin alteraciones en la coagulacion)
y solo para efectos de la validacion de la técnica mujeres portadoras
(heterocigotas para cada mutacion).

El protocolo fue sometido a evaluacion y aprobacion por comités
de ética y de investigacion de cada una de las instituciones que
participaron en el estudio, posterior a la aprobacion del comité de ética
de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia,
sede Bogota. Todos los participantes del estudio diligenciaron el
formato de consentimiento informado para cada institucion de
acuerdo con los principios de la declaracion de Helsinki (14).

Resultados
Caracteristicas demograficas de la poblacion de estudio

En el estudio se analizaron 30 pacientes con diagndstico clinico de
hemofilia A de fenotipo severo, con un rango de edad comprendido
entre 0.8 meses a 18 aflos y una mediana de 11 afios. La mediana
de edad de diagndstico de la poblacion de estudio fue de 11 meses
con rango de 3 a 120 meses. Las caracteristicas demograficas se
describen en la Tabla 3.

Analisis molecular de la inversion del intrén 22 e intron 1
del gen del FVIII de la coagulacion

La INV22 se detectd en 12 pacientes (Figura 1) y la INVI, en 3
(Figura 2).

Se analizd el desarrollo de anticuerpos inhibidores. El 26.6%
de la poblacion analizada (n=8) habia desarrollado anticuerpos
inhibidores de alta respuesta a la fecha del analisis (Tabla 4).
Todos tenian hemofilia A severa. De los 8 pacientes en quienes se
detectaron anticuerpos inhibidores a la fecha, 5 (62.5%) fueron
positivos para la INV22, 1 (12.5%), parala INV1 y en 2 (25%) no
se encontraron las mutaciones en estudio.

En el analisis de la relacion entre el desarrollo de anticuerpos
inhibidores y los pacientes positivos para las inversiones de los
intrones 1 y 22 del gen del FVIII, 5/12 pacientes con la INV22
(41.6%) desarrollaron anticuerpos inhibidores y de los pacientes en
quienes se detect6 la INV1, 1/3 tuvo inhibidores. En 7/12 pacientes
(50%) con INV22 y en 1/3 con INV1hubo antecedentes familiares
de hemofilia.
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Paciente —)p- cs C+ C- HA1 HA2 HA3 HA4 HAS5
MP P+B A+Q P+B A+Q P+B A+Q P+B A+Q P+B A+Q P+B A+Q P+B A+Q P+B A+Q

Paciente —)p HA6 HA7 HAS8 HA9 HA10 HA11 HA12 HA13 HA14
P+B A+Q P+B A+Q P+B A+Q P+B A+Q P+BA+Q P+B A+Q P+B A+Q P+B A+Q P+B A+Q

Paciente —) HA15 HA15 HA18 HA19 HA20 HA21 HA22 HA23
P+BA+Q P+B A+Q P+B A+Q P+B A+Q P+BA+Q P+B A+Q P+B A+Q P+B A+Q

Paciente —)» HA24 HA25 HA26 HA27 HA28 HA29 HA30 HA31
P+B A+Q P+B A+Q P+B A+Q P+B A+Q P+BA+Q P+B A+Q P+B A+Q P+B A+Q

Figura 1. LD-PCR para la inversion 22 del gen del FVIII de la coagulacion en la poblacion de estudio a partir de la mezcla de primers
P+ By A+Q, los cuales generan un producto quimérico que permite la deteccion de la inversion.

CS: control sano; C+: control positivo; C-: control de reactivos; MP: peso molecular (con el marcador de peso molecular 1Kb Plus
DNA Ladder Invitrogen). Casos positivos para la INV22: HA 2, 5, 8,9, 10, 11,12, 18, 19, 25, 30, 31.

Fuente: Elaboracion propia.

Paciente —»- cs C+ C- HA1 HA3 HA4 HA6 HA7
MP a b a b a b a b a b a b a b a b

HA13 HA14 HA15 HA17 HA20 HA21 HA22
a b a b a b a b a b a b a b

HA23 HA24 HA26 HA27 HA28 HA29
a b a b a b a b a b a b

Figura 2. Deteccion de la INV1 en la poblacion de estudio.

CS: control sano; C+: control positivo; C-: control de reactivos; MP: peso molecular (con el marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA
Ladder Invitrogen). Casos positivos para INV1: HA 4,15y 20.

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas, demograficas y genéticas de la poblacion
de estudio.

“-

Edad a la evaluacion (mediana)

RIQ en afos e
Edad al diagndstico
(mediana) RIQ en meses [
Antecedentes
Si/No 11/19 36.7/63.3
Severidad de hemofilia
Severa 23 77
Moderadamente severa 7 23
Deteccion de INV22 12 40
Deteccion de INV1 3 10
Profilaxis con . 27 oL
FVIII No 3 10
Tipo de Recombinante 13 44
concentrado
para Derivado
tratamiento plasmético 7 e
Sin artropatia 10 33
Artropatia
Estado de1-2 11 37
articular articulaciones
Artropatia >3
articulaciones ? 30
Anticuerpos Si 8 27
inhibidores de
FVIII >5UB No 22 73

Fuente: Elaboracion propia.

Los valores de actividad del factor VIII tuvieron una mediana
de 0.8% (rango entre 0.2% y 0.9%) en los pacientes con INV22, se
encontré una media de 0.5% (rango entre 0.4% y 0.6%) en aquellos
con INV1 y la mediana de actividad fue de 0.8% (rango 0.3% a 2%)
para quienes no se detecté mutacion.

De los 15 pacientes con INV22 e INV1, 10 recibieron tratamiento
con profilaxis con concentrados de FVIIL, la gran mayoria, profilaxis
secundaria (9/10). De los 15 pacientes sin mutaciones identificadas,
11 recibieron profilaxis secundaria. De los 6 pacientes con
inversiones identificadas y anticuerpos inhibidores, se hallo que 2
recibieron concentrados de coagulacion recombinantes y 4 derivados
plasmaticos. De los 13 pacientes que recibieron tratamiento con FVIII
recombinante, 2 (15.3%) desarrollaron inhibidores y 6/17 (35.3%) de
los pacientes tratados con derivado plasmatico tuvieron inhibidores
contra el FVIII (Tabla 4).

Respecto al compromiso articular, se encontr6 artropatia en 20
de los 30 pacientes (66.6%), 14/2 con enfermedad severa, 5/20 con
anticuerpos inhibidores. 10/20 pacientes con artropatia exhibieron
las mutaciones estudiadas; 8 pacientes, inversion intron 22, y 2
pacientes, inversion intrén 1.

Tabla 4. Caracteristicas clinicas de seguimiento de los pacientes con
INV22 e INV1.

Hemofilia A severa

Hemofilia A moderada 0 1 6
Factor VIII recombinante 4 1 8
Factor VIII derivado plasmatico 8 2 7
Anticuerpos inhibidores presentes 5 1 5
Antecedentes familiares hemofilia 7 1 3

Fuente: Elaboracion propia.
Discusion

En el presente estudio se analizé por primera vez en Colombia la
frecuenciadelaINV1ylaINV22 enel gen del FVIII de la coagulacion
en una cohorte de nifios con diagnoéstico de hemofilia A, mediante
técnicas de LD-PCR. Se logré determinar que estas mutaciones
causaron el fenotipo de la enfermedad en la mitad de la poblacion
estudiada a través metodologias validadas con anterioridad. El uso
de la técnica LD-PCR en la deteccion de tales mutaciones posibilito
la obtencion de resultados reproducibles y facilmente evaluables,
constituyendo una herramienta 1til para la deteccion de la INV1 e
INV22 (12,13). La INV22 tuvo mayor frecuencia en 12/30 (40%)
y la INV1 fue detectada en 3/30 (10%). Estas frecuencias fueron
comparadas con diferentes poblaciones, en donde se uso la misma
metodologia y se observd consistencia entre los datos obtenidos
con respecto a la INV22, la cual se ha estimado como la mutacion
con mayor ocurrencia en pacientes con hemofilia A, equivalente a
alrededor de 50% de los casos severos (8,15,16).

Sin embargo, con respecto a la INV1, el porcentaje obtenido en
la poblacion del presente estudio (10%) fue superior a la frecuencia
observada en otras poblaciones, entre ellas Venezuela y México, con
0% (8,16). Esta diferencia en las frecuencias puede deberse al nuimero
pequefio de pacientes evaluados. Uno de los pacientes con enfermedad
moderadamente severa tiene INV1, fenotipo de enfermedad severa,
con artropatia de dos articulaciones y esta en profilaxis. Una posible
explicacion de la clasificacion de severidad de este paciente con
actividad de FVIII entre 1% y menos de 2% es la sensibilidad del
reactivo que mide la actividad del FVIIL, pues en algunos casos no se
puede discriminar actividad del FVIII por debajo del 1%.

E1 60% de la poblacion estudiada no tiene antecedentes familiares
reconocidos de hemofilia, lo que quiza constituye casos de mutaciones
de novo. No obstante, es necesario el analisis de la madre y hermanas,
segliin corresponda en cada caso, para comprender los posibles
mecanismos genéticos asociados a la aparicion de la enfermedad en
estas familias.

La principal complicacién del tratamiento con concentrados de
FVIII recombinante o derivado de plasma, en especial en paciente con
hemofilia severa, es el desarrollo de aloanticuerpos inhibidores dirigidos
contra FVIII. La prevalencia de estos anticuerpos reportada en la
literatura esta alrededor de 30%. En un estudio de poblacion argentina
(20), se encontraron estos en 18% de pacientes con hemofilia A
severa. El desarrollo de anticuerpos inhibidores estd asociado a una
amplia gama de factores genéticos y no genéticos. Dentro de los factores
genéticos, entre los que se destaca el genotipo del FVIII (21)—entendido
como la estructura y caracteristicas del gen dadas las mutaciones
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presentes hay mayor riesgo de desarrollo de inhibidores en pacientes
con grandes deleciones, pues las inversiones de los intrones 22 y 1 son
mutaciones de riesgo intermedio para el desarrollo de inhibidores. La
historia familiar de persona con hemofilia con anticuerpos inhibidores
y la etnia (poblacion no caucasica con mayor frecuencia de inhibidores)
son factores relacionados con el desarrollo de anticuerpos inhibidores.
Respecto a los factores no genéticos, se hallaron el esquema del
tratamiento suministrado en cuanto a intensidad y dosis, la presencia
de infecciones como posibles estimulantes del sistema inmune, el
tratamiento intensivo (mas de 50U/kg de concentrado de factor por mas
de 5 dias continuos) en los primeros 50 dias de exposicion, como el
relacionado con los eventos quirtirgicos (22).

En esta investigacion, se analizd la presencia de anticuerpos
inhibidores en una cohorte de niflos colombianos positivos para las
mutaciones del FVIII INV22 e INV1. Se hallaron inhibidores en
el 41.6% de los pacientes positivos para la INV22 (5/12) y 33%,
para la INV1 (1/3). Estos datos fueron ligeramente superiores a
los observados en otros estudios para la inversion de intrén 22 y
similares para inversion de intron 1 (17,18,21,24): los hallazgos
en poblacion italiana (INV22 25%, INV1 33%), espafiola (INV22
27%, INV1 33%) y alemana (INV22 38%, INV1 33%) y 26.1% en
pacientes alemanes con INV1. No obstante, a partir de las evidentes
diferencias entre el acerbo genético y los factores medioambientales
con las poblaciones mencionadas, es conveniente ampliar la cohorte
de estudio con el fin de aclarar o ratificar estos datos.

Segun los datos obtenidos en un metaanalisis, se determin6
que el OR para desarrollo de inhibidores en pacientes con grandes
deleciones fue de 3.6 (IC95%: 2.3-5.7), comparado con 1a INV22, y de
0.9 (IC95%: 0.6-1.5), comparado con INV1 (22). En otro estudio
realizado en poblacion norteamericana (25), se establecid un rango
de frecuencia de inhibidores en pacientes positivos para la INV22 de
21% a 27%; para mutaciones nonsense, de 25% a 40%; para pequefias
duplicaciones, inserciones y deleciones (incluyendo mutaciones de
cambio de marco de lectura), del 10% a 16%, y mutaciones missense,
de 5% a 10%. En un trabajo llevado a cabo en poblacién mexicana, la
INV22 no fue un factor de riesgo para el desarrollo de inhibidores (16).

Estudios han demostrado que otros factores genéticos diferentes
a la mutacion causante son una fuente significativa de variacion
en las frecuencias de inhibidores entre personas que presentan la
misma mutacion. Esto significa que, mas alla del genotipo del FVIII,
pueden existir diferencias étnicas en las frecuencias de inhibidores
que obedecen a otros factores como algunos haplotipos del factor
VIII (15).

Debido a que factores como el numero de dias de exposicion e
intensidad del tratamiento han mostrado ser influencias importantes
en el riesgo para desarrollar anticuerpos inhibidores en pacientes con
hemofilia A severa, se ha postulado que el conocimiento temprano
del genotipo de los pacientes podria posibilitar un cambio del plan
de tratamiento y asi minimizar la exposicion a ciertas situaciones en
pacientes de alto riesgo, por ejemplo, cirugias electivas y tratamiento
intensivo de algunos episodios de sangrado (4,15).

Ademas, una identificacion temprana del genotipo podria facilitar
el asesoramiento genético a familias afectadas. En Colombia no
existe un esfuerzo organizado a fin de conocer el genotipo propio de
la poblacion, a partir de las diferencias propias de su pool genético
con el resto del mundo. Esto, con propdsitos genéticos y clinicos.
De acuerdo con la ultima encuesta de la Cuenta de Alto Costo y
el Ministerio de Salud de Colombia (7), hay 1 325 personas con
hemofilia A, 335 tienen inhibidores y cerca del 25% ha desarrollado
anticuerpos inhibidores. Seglin una proyeccion estadistica realizada
en poblacion colombiana (25), que expone un estimativo de la carga
de la enfermedad genética para el pais entre 1996 y 2025, se estima

que por cada 10 000 nacidos vivos para el periodo de 2011 a 2015, se
esperan 489 nifios con hemofilia y 508 entre 2016 y 2020.

A partir de los datos recogidos en esta investigacion, cualquier
esfuerzo encaminado a la caracterizacion genética y epidemiologica
de la poblacion de pacientes con hemofilia A parece una tarea con
grandes implicaciones y de competencia directa del sistema de salud
nacional. Desde la salud ptiblica, el genotipo podria pertenecer a una
estrategia con el fin de prevenir anticuerpos inhibidores. Esto podria
resultar en un mejoramiento de la calidad de vida de las personas
con hemofilia y un ahorro de recursos para estas enfermedades, las
cuales son costosas en si mismas.

Conclusiones

Se detectaron la INV1 e INV22 en un grupo de pacientes con
hemofilia A severa a través del uso de metodologias estandar,
sencillas y facilmente reproducibles para esta labor. Se hallaron
las inversiones de los intrones 1 y 22 en la mitad de los pacientes
evaluados y fueron una herramienta util en la deteccion de la INV1
e INV22, las dos mutaciones mas frecuentes, lo que posibilita la
realizacion de un tamizaje inicial de la enfermedad.

Se reveld la mutacion causante del fenotipo de la enfermedad en
el 50% de los pacientes estudiados. Para esta poblacion, en la que
no se conoce la mutacion asociada a la enfermedad, el paso a seguir
es el estudio de las siguientes mutaciones mas frecuentes, como las
deleciones. Es necesario continuar con el esquema de deteccion o
realizar una investigacion del gen completo a fin de caracterizar la
poblacion de estudio en su totalidad.

El objetivo de la caracterizacion de las mutaciones manifestadas
en la poblacion de estudio tuvo dos enfoques: primero, desarrollar
estrategias que mitiguen el posible desarrollo de inhibidores y
segundo, generar una herramienta para el asesoramiento genético
de las familias afectadas a través de la deteccion de portadoras.
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