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RESUMEN

Las hemofilias son enfermedades hemorragicas hereditarias, ligadas al cromosoma X que se
presentan debido a mutaciones en los genes del factor VIII (hemofilia A) y factor IX (hemofilia
B), se localizan en los locus Xq28 y Xq27, respectivamente. Producen una disminucion o
deficiencia funcional de estas proteinas en el plasma. El diagnostico genético se basa en dos tipos
de estudios, directos en el cual se produce la identificacion de la mutacion responsable y los
indirectos en que se estudian marcadores genéticos del gen implicado que permiten un
seguimiento del cromosoma X afectado, mediante el andlisis de ligamiento. Este diagnostico
permite el conocimiento de las bases moleculares de los pacientes afectados, facilita la
identificacion de las mujeres portadoras en la familia y su aplicacion en el diagndéstico prenatal;
asi como conocer el valor predictivo sobre el riesgo de desarrollo de inhibidores en el varon
afectado. Lo que posibilita un adecuado asesoramiento genético a las familias como parte

fundamental en la asistencia integral a la hemofilia.
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INTRODUCCION

La hemofilia es una enfermedad genética con patron recesivo ligado al cromosoma X, se debe al
déficit o ausencia de actividad del factor VIII de la coagulacién (Hemofilia A)(OMIM # 306700)
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y en el caso de la hemofilia B, se caracteriza por el déficit del factor IX de la coagulacion (OMIM
# 306900).

La enfermedad es heredada en el 70 % de los casos, en el 30 % restante aparece un primer
paciente en una familia sin antecedentes. Estos casos esporadicos pudieran deberse a que la
mutacion se origind recientemente en el individuo afectado, sin que la madre sea portadora
(mutacion de novo). También puede ocurrir que la afectacion se generd en los gametos de la
madre de manera que uno o varios évulos tengan la mutacion (mosaicismo germinal). Sin
embargo, en la mayoria de los pacientes la madre si es portadora, ya que las mutaciones se
generan con mayor frecuencia en los gametos masculinos. Esto implica que la mutacion pudo
haberse generado en los gametos del abuelo materno y la madre lo ha heredado, aunque él no sea
hemofilico, ya que es portador de este cambio en sus gametos Unicamente y por ello no lo
manifiesta; pero ya su hija como portadora, lo transmite a su hijo, quien lo manifiesta por primera

vez en la familia.
Hemofilia A. Alteraciones genéticas.

Existe una gran heterogeneidad de defectos moleculares, que incluyen mutaciones puntuales: de
sentido erroneo (sustitucion de aminoacidos), sin sentido que generan un codon de terminacion,
mutaciones en el sitio del empalme; grandes deleciones (causadas por recombinacion homologa
entre secuencias repetidas), pequefias deleciones e inserciones que generan cambios en el marco

de lectura, asi como inversiones.t

Estas alteraciones moleculares presentan una correlacion con la severidad del fenotipo (leve,

moderado y grave), siendo unas mas frecuentes en un fenotipo que en otros.

Aproximadamente en el 40-45 % de los pacientes con hemofilia A grave se debe a una inversion
cromosOmica entre la region homologa en el intron 22 y una de las copias extragénicas del
gen F8A. Producto de esta recombinacion homdloga, se produce la traslocacion de los exones 1 al
22 a la region cercana al telémero en forma invertida, lo que da origen a ausencia completa de
expresion del factor VIII y un fenotipo grave. Se ha descrito una inversion similar en el intron 1,

responsable del 5 % de los pacientes con hemofilia A grave.?
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La caracterizacion de las mutaciones permite establecer relacion entre el defecto molecular vy el
desarrollo de inhibidores (anticuerpos que neutralizan el factor VII administrado). Es mas
frecuentes en aquellas mutaciones que se asocian con ausencia del producto genico como las
inversiones, grandes deleciones y mutaciones sin sentido. Existen otros factores genéticos como
la etnicidad, inmunofenotipo HLA, defecto molecular de genes de citoquinas e historia familiar,

asi como factores no genéticos que pueden estar relacionados con la formacion de inhibidores.'?
Hemofilia B. Alteraciones genéticas

Las mutaciones de sentido erréneo son los cambios moleculares mas frecuentes en estos
pacientes (65 %), ademas se describen mutaciones sin sentido y en el sitio de empalme. Otras

variaciones corresponden con deleciones, inserciones y duplicaciones.

Se ha descrito que la mayor prevalencia de mutaciones de sentido erroneo en la hemofilia B
comparado con la hemofilia A, puede ser uno de los posibles factores que contribuye a que el

fenotipo clinico sea mas moderado en los pacientes con hemofilia B grave.*

El desarrollo de inhibidores de la terapia de reemplazo en la hemofilia B es infrecuente,

presentdndose en el 3 % de los individuos con hemofilia B grave.
Diagndstico genético

El desarrollo y aplicacion de las técnicas de biologia molecular ha permitido una mejor
caracterizacion de los genes codificantes de los factores de coagulacion VIl y IX.

El diagnostico molecular de la hemofilia se realiza a través de estudios directos en los cuales se
identifica la mutacidn causante de la enfermedad o métodos indirectos que se basan en el estudio
de polimorfismos del gen, para tratar de identificar cual es el cromosoma X portador de la

mutacion.

En la mayoria de los laboratorios de biologia molecular que realizan el diagnostico de la

hemofilia utilizan la secuenciacion como un método directo y sensible para la identificacion de

-
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las mutaciones. Se utilizan mudltiples técnicas como PCR invertido, secuenciacion directa,

MLPA, secuenciacion de nueva generacion.®

En el algoritmo diagndstico en el caso particular de la hemofilia A severa, se comienza por la
determinacion de la inversion del intron 22 debido a su elevada recurrencia. Para el resto de las
mutaciones tanto en la hemofilia A como de la hemofilia B se realiza el diagnostico mediante el

cribado de mutaciones o secuenciacion.

Una alternativa que puede ayudar a optimizar los costos, fundamentalmente en la hemofilia A por
el tamarfio del gen, es realizar la secuenciacion por diferentes etapas de acuerdo a la frecuencia

con que se presenten las alteraciones en cada poblacion y también al fenotipo.

Las técnicas de diagndstico indirecto o analisis de ligamiento se fundamentan en la caracteristica
del que el ADN gendmico contiene marcadores polimérficos que permiten el seguimiento del

cromosoma X portador del gen defectuoso sin conocer la mutacién exacta.

Este diagnostico se realiza mediante la conformacion de haplotipos a través de la utilizacion de
diversos marcadores moleculares polimorficos que pueden estar dentro o fuera del gen y que se

heredan en conjunto.

Tiene el inconveniente que se necesita un varon enfermo vivo para identificar el haplotipo de
riesgo con el conjunto de los marcadores, analizar varios miembros de la familia y varias
generaciones para hacer estudios comparativos de haplotipos, la informatividad depende de la
heterocigosidad de los marcadores que varia entre las poblaciones.

Con este método puede existir falta de informatividad de los marcadores de ADN utilizados en
algunas familias (por lo que es imposible determinar cual es el cromosoma X de riesgo), asi como
la posibilidad de recombinacion entre la mutacion y él o los polimorfismos estudiados, 1o que

hace que los resultados sean de tipo probabilistico.

El diagnostico genético y la caracterizacion molecular de las familias con hemofilia resulta
importante, pues nos permite brindar un adecuado asesoramiento genético para el diagnostico de

portadoras y prenatal, asi como la individualizacion terapéutica de cada paciente para prevenir el
4
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desarrollo de inhibidores y predecir severidad de la enfermedad de acuerdo a la mutacion

detectada.
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