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Inversion de los intrones 1y 22 del F8 en
pacientes con hemofilia A severa 'y
portadoras del noreste de Uruguay

F8intron 1 and 22 inversions in patients with severe haemophilia A and in
carriers of the northeastern region of Uruguay

Inversdo dos introns 1 e 22 do F8 em pacientes com hemofilia A severa e
portadoras do nordeste de Uruguai

Yasser Vega', Maria Faguaga®, Martin Abelleyro®, Carlos De Brasi®, Eliane Bandinelli*, Ménica Sans®, Pedro Hidalgo'

Resumen dos pacientes (hermanos) de Tacuarembd, en su

hermana y madre (portadoras), mientras que un
paciente de Rivera y su madre (portadora) resultaron
positivos para la Inv22. Preliminarmente, en conjunto,

La hemofilia A (HA) es la coagulopatia ligada al
cromosoma X mas frecuente. Es causada por

mutaciones en el gen del factor Vil (FVIll) de la Inv1 y la Inv22 representan la causa de la HA severa

en el 40% de las familias del noreste de Uruguay, valor
menor a lo esperado; sin embargo, debido a la

coagulacion (F8). La HA puede ser severa cuando la
actividad del FVIll es menor a 1% (FVIIl: C<1IU/dL).

Casi la mitad de las HA severas son producidas por reducida poblacion estudiada, la Inv1 muestra una

frecuencia preliminar (20%, 1/5 familias, 25%, 2/8
pacientes) considerablemente mayor a estudios

inversiones del F8, como la del intron 1 (Inv1) y del
intrén 22 (Inv22). Los pacientes con HA severa

experimentan sus primeros sangrados generales entre . . . . ,
p p 9 g previos. Estos datos permiten caracterizar la etiologia

genética de la hemofilia, la deteccién de las
portadoras, conocer la distribucién geogréfica de las

los 9,7 - 10,9 meses, ocurriendo principalmente en las
articulaciones. Se investigé la presencia de la Inv1 e
Inv22 en la region noreste de Uruguay (departamentos mutaciones y el asesoramiento genético.
de Tacuarembd, Rivera y Cerro Largo) para estimar su

frecuencia y detectar la presencia de portadoras.

F tudii 14 indivi h ient .
ueron estudiados 14 individuos (ocho pacientes con Palabras clave:  Hemofilia A

HA severa, cuatro madres y dos hermanas de Factor VII]
pacientes) de cinco familias. La investigacion de las Intrones
inversiones se realizé aplicando las pruebas de Pruebas genéticas

inverse shifting-PCR (IS-PCR). La Inv1 se encontrd en
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Summary

Hemophilia A (HA) is the most common X-linked
coagulopathy, it is caused by mutations in the
coagulation factor VIII (FVIIl) gene (F8). HA can be
severe when the FVIIl activity is less than 1% (FVIIl: C
<1IU / dL). Almost a half of the severe HAs are
produced by inversions of F8, the intron 1 (Inv1) and
intron 22 (Inv22). Patients with severe HA show their
first general bleeding between 9.7 - 10.9 months,
mainly in the joints. We researched the presence of
Inv1 and Inv22 in the Northeast region of Uruguay
(Departments: Tacuarembd, Rivera and Cerro Largo)
to estimate their frequency and detect the presence of
carriers. We studied 14 individuals in 5 different
families (8 patients with severe HA, 4 mothers and 2
sisters of patients). The inversion study was carried out
using inverse shifting-PCR (IS-PCR) tests. Inv1 was
found in 2 patients (siblings) from Tacuarembd, in their
sister and mother (carriers). A patient from Rivera and
his mother (carrier) were positive for Inv22. Inv1 and
Inv22 are the cause of severe HA in 40% of the patients
in North East of Uruguay, less than expected; however,
due to the reduced population studied, Inv1 shows a
considerably higher frequency than previous studies.
These data enable us to characterize the genetic
etiology of hemophilia, to adequately monitor patients,
detect carriers, the geographical distribution of
mutations and the corresponding genetic counseling
for families.

Key words: Hemophilia A
Factor VIII
Introns
Genetic testing
Resumo

A hemofilia A (HA) é a coagulopatia ligada ao
cromossomo X mais frequente, causada por mutacées
no gene do fator VIl (FVIll) de coagulacéo (FVIII) (F8).
A HA pode ser grave quando a atividade do FVIII é
menor que 1% (FVIIl: C <1IU / dL). Quase metade da
HA grave é produzida por inversées de F8, como a do
Intron 1 (Inv1) e do Intron 22 (Inv22). Pacientes com
HA grave experimentam seu primeiro sangramento
geral entre 9,7 e 10,9 meses, principalmente nas
articulagées. A presenca de Inv1 e Inv22 na regiéao
nordeste do Uruguai (departamentos: Tacuarembo,
Rivera e Cerro Largo) foi investigada para estimar a
sua frequéncia e detectar a presencga de portadora.

Foram estudados 14 individuos (8 pacientes com HA
grave, 4 maes e 2 irmas de pacientes) de 5 familias. A
pesquisa das inversées foi realizada aplicando os
testes de inverse shifting -PCR (IS-PCR). Encontramos
Inv1 em 2 pacientes (irméos) de Tacuarembd, na sua
irma e méae (portadoras), enquanto 1 paciente de
Rivera e sua mae (transportadora) foram positivos para
Inv22. Preliminarmente, Inv1 e Inv22 juntos
representam a causa de HA grave em 40% das familias
do nordeste do Uruguai, valor inferior ao esperado, no
entanto, devido a pequena populagao estudada, Inv1
mostra uma frequéncia preliminar (20%, 1/5 familias,
25%, 2/8 pacientes) consideravelmente mais alta que
os estudos anteriores. Esses dados permitem-nos
caracterizar a etiologia genética da hemofilia, detectar
aos portadores, conhecer a distribuicdo geografica
das mutagées e realizar aconselhamento genético.

Hemofilia A
Fator VIII

introns

Testes genéticos

Palavras chave:

Introduccion

La hemofilia A (HA, MIM # 306700) es la coagulopatia
ligada al cromosoma X mas frecuente, afectando a 1-2 en
10.000 varones en todas las poblaciones humanas®.
Muestra grados variables de severidad clinica-bioquimica
y se puede clasificar como HA severa cuando la actividad
del factor VIII de la coagulacion es menor a 1% (FVIIL:
C<1 IU/dL), HA moderada cuando los valores son de 2%
a5% (FVIIL: C: 2 - 51U/dL) y HA leve con valores de 6%
a30% (FVIIL: C: 6 - 30 TU/dL)"®. En proporcion, cerca del
50 % de los casos de HA son severos, 10% moderados y
aproximadamente un 40% son leves. Se ha observado que
las articulaciones son las regiones del cuerpo afectadas
mas comunmente, produciéndose inflamacion, dolor, dis-
minucion de la funcion y artritis degenerativa'’.

Las articulaciones afectadas con mayor frecuencia
son las rodillas, los codos, los tobillos, los hombros y las
caderas. La artropatia hemofilica puede producir una
afeccion inflamatoria progresiva que genere limitacion
del movimiento y discapacidad permanente; las hemo-
rragias musculares pueden causar necrosis y neuropatia;
por otra parte, la hemorragia intracraneal muestra ser
poco comun, pero puede ocurrir luego de algun trauma
leve en la cabeza y conlleva severas complicaciones. La
hematuria suele ser ocasional y generalmente es indolo-
ra, el sangrado de la lengua o laceraciones de los labios
es amenudo persistente""”. Los pacientes con HA seve-
ra experimentan sus primeros sangrados articulares, en
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promedio, entre los 13,8 - 16,1 meses de vida y sangra-
dos generales entre los 9,7 - 10,9 meses .

Debido a su patron de herencia ligado al sexo (cro-
mosoma X), la HA afecta casi exclusivamente a los va-
rones; sin embargo, algunas mujeres portadoras pue-
den tener valores de 50% de la actividad del FVIIT y
mostrar coagulabilidad disminuida sin signos clink
cos'¥. Por otra parte, se ha encontrado que las mujeres
portadoras de hemofilia A y B sangran con mas fre-
cuencia que las mujeres no portadoras, especialmente
después de procedimientos médicos, como extraccion
de dientes o amigdalectomia. Los niveles reducidos del
FVIII se han correlacionado con un fenotipo de hemo-
filia leve®.

La HA es causada por mutaciones deletéreas en el
gen del factor VIII (FVIII) de coagulacion (F§). Casi la
mitad de las HA severas estan asociadas a inversiones
del F8, 1a inversién del intron 22 (Inv22)®” y del intron
1 (Inv1)®. En el intrén 22 del F8 se extiende una se-
cuencia de 9,5 kb (int22h-1) que posee dos copias extra-
génicas (int22h-2 y -3) a una distancia de alrededor de
500 kb a 600 kb del F§. Estas copias promueven la re-
combinacion intracromosomica principalmente durante
la gametogénesis masculina®®. La Inv22 puede ser de ti-
po 1, cuando recombina la copia int22h-1 y la int22h-3,
o tipo 2, cuando larecombinacion ocurre entre las copias
int22h-1,y int22h-2""""_Por su parte, el intron 1 posee
un segmento de 1041 pb (int/h-1) con una copia extra-
génica (int/h-2) a unas 140 kb hacia el telomero Xq, cu-
ya recombinacién puede generar la Inv1®.

Segun datos de la Federacion Mundial de Hemofi-
lia (WFH), parael 2018, se estim6 que existian en Lati-
noamérica mas de 32.400 personas que vivian con al-
gun tipo de hemofilia'?. En Uruguay, en el afio 2013,
se reportaron 236 personas con hemofilia'?, y para
2018, segun el ultimo reporte de la WFH, existian 278
casos''?, evidenciando un incremento de 17,8%. Por
otra parte, con respecto a la causa genética de la HA se-
vera en paises de la region, como Argentina, Brasil y
México, se ha estimado que la Inv22 es la causa de
45%-46% de los pacientes con HA severay la Inv1 de
0,5-1,5%"4.

La caracterizacion de la etiologia genética de la he-
mofilia permite una correlacion precisa del fenotipo y su
severidad, lo cual resulta 1til para un seguimiento ade-
cuado del paciente, facilita el diagnostico de portadoras
y permite conocer la distribucién de estas mutaciones
causales de HA en la poblacion. Este trabajo fue realiza-
do con el objetivo de investigar la presencia de Inv1 e
Inv22 del '8 en pacientes con HA severa del noreste de
Uruguay, detectar portadoras y comparar la frecuencia
(preliminar) estimada de las inversiones con datos de
paises de la region.
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Pacientes y método

Pacientes

Se estudiaron un total de 14 individuos (ocho pacientes
con HA severa, cuatro madres y dos hermanas) pertene-
cientes a cinco familias no relacionadas del noreste de
Uruguay, de las ciudades de Tacuarembo, Rivera y
Melo. Todos los individuos autorizaron su participacion
en el estudio por medio del consentimiento informado
previamente aprobado por el Comité de Etica de la Fa-
cultad de Humanidades y Ciencias de la Educacion, Uni-
versidad de la Republica (Exp. 121900- 000602-19). Los
pacientes con HA severa fueron diagnosticados previa-
mente, con base en su clinica y por tener disminuida la
actividad del FVIII en menos de 1%.

Extraccion de ADN

Se realizd la extraccion del ADN gendmico a partir de
leucocitos de sangre periférica congelada por el método
de salting-out y precipitacion alcohdlica®”.

Deteccién de las inversiones

La investigacion de la Inv1 e Inv22 se realizo aplicando
las pruebas de inverse shifting-PCR (IS-PCR)“?. En re-
sumen, este protocolo consta de los siguientes pasos:

1. Restriccion. Tratamiento del ADN gendmico con la
enzima de restriccion Bcl-1. Esta enzima realiza cor-
tes del ADN en los extremos flanqueantes a las re-
giones homologas del intrén 1 y del intrén 22, tanto
en la copia intragénica (prueba diagnostica) como en
las extragénicas (prueba complementaria).

2. Ligacion. Posteriormente se realiza un paso de ligacion
(enzima DNA ligasa). En este paso se unen los extre-
mos flanqueantes de cada fragmento de restriccion for-
mando circulos Bcl-1; entre ellos, se forman los circu-
los en cuyo interior se encuentran las regiones homolo-
gas pronas a la generacion de las inversiones.

3. Amplificacion. Una vez formados los circulos, se
amplifican por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) la region de los extremos que se han ligado,
de esta manera se encontraran fragmentos de ampli-
ficacion de diferentes tamafos en presencia o ausen-
cia de las inversiones, tanto para la inversion de in-
tron 22 (tipo 1 o tipo 2) como para la del intrén 1.

La ausencia de Inv22 se observa por la presencia de
los fragmentos de 487 pares de bases (pb) (prueba diag-
noéstica) y de 405/457 pb (prueba complementaria). La
inversion 22 tipo 1 se observa al encontrar el fragmento
de 333 pb para la prueba diagnostica y los fragmentos
de 457/559 pb en la prueba complementaria. La Inv22
tipo 2 se observa al encontrar el fragmento de amplifi-
cacion de 385 pb en la prueba diagnostica y los frag-
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Prueba diagndstica
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Prueba complementaria

Figura 1. Familia con inversion del intron 22. El panel A muestra la genealogia de la familia con un caso indice
positivo para Inv22 (sefialado con la flecha) y su madre (portadora); el paciente Ill-1 y su madre (lI-2) no fueron
estudiados. El panel B muestra los resultados de la IS-PCR observada en geles de poliacrilamida. Se muestra que
el caso indice (H1) tiene en la prueba diagnostica el fragmento de 333 pb y en la prueba complementaria los
fragmentos de 457 pb y 559 pb, lo que confirma la presencia de Inv22 tipo 1. Su progenitora (II-4) muestra los
fragmentos de 333 pb y 487 pb en la prueba diagndstica y de 405 pb, 457 pby 559 pb en la prueba
complementaria, demostrando su estado de portadora de Inv22 tipo 1. La banda C- representa un control negativo

para Inv22. P representa el patron de peso molecular.

mentos de 405/559 pb. La ausencia de Invlse observa
con el fragmento de 304 pb, mientras que su presencia
se observa al encontrar el fragmento de 224 pb.

Los fragmentos de las amplificaciones obtenidas en
la IS-PCR fueron observados y analizados por electro-
foresis en gel de poliacrilamida al 8% y se emplearon
controles positivos para Invl e Inv22, cedidos por el
equipo de genética de la hemofilia de la Academia
Nacional de Medicina de Buenos Aires.

Resultados y discusion

En ocho individuos estudiados (cinco pacientes, dos
madres y una hermana), pertenecientes a tres familias
no relacionadas, se observo la ausencia de Inv22 e Invl,
encontrandose las sefiales de amplificacion de los frag-
mentos de 487 pares de bases (pb) en la prueba diagnos-
tica de Inv22, las sefales de 405/457 pb en la prueba
complementaria de Inv22 y la sefial de 304 pb de Inv1.
Por otra parte, en una familia proveniente de Rivera
(figura 1A), se encontrd que un paciente resulto positivo

para Inv22 tipo 1 (figura 1 A. H1) al mostrar el fragmen-
to de 333 pb para la prueba diagnoéstica de Inv22 y los
fragmentos de 457/559 pb en la prueba complementaria
de Inv22, sumadre (figura 1 A. II-4) mostro6 los fragmen-
tos de 333/487 pb y de 405/459/559 pb en la prueba
diagnodstica y complementaria para Inv22, respectiva-
mente, (figura 1B), confirmando su estado de portadora.

Enuna familia de Tacuarembd (figura 2A) se encon-
tr6 que dos pacientes (hermanos) resultaron ser positi-
vos para Inv1 (fragmento de 224 pb); su hermana y ma-
dre mostraron los fragmentos de 224/324 pb, represen-
tativo del estado de portadoras de Inv1 (figura 2B).

La estimacion de la frecuencia de las inversiones en
los pacientes del noreste de Uruguay muestra que preli-
minarmente el 40% de las familias con HA severa po-
seen Inv22 o Inv1 (2/5), mientras que por tipos de inver-
siones, Inv22 es la causa en el 20% (1/5) de las familias
estudiadas y la Inv1 es la causa del restante 20% (1/5).

Estos resultados pueden considerarse como prelimi-
nares, representan un primer reporte de ocho pacientes
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Figura 2. Familia con la inversion del intréon 1. El panel A muestra la genealogia de la familia con dos pacientes
positivos para la Inv1 (II-1 y 1I-2) y a la madre (I-2) y hermana (II-3) como portadoras. El panel B muestra los
resultados de las IS-PCR observadas en geles de poliacrilamida, se muestra que los pacientes (II-1y 1I-2) tienen el
fragmento de 224 pb, confirmando la presencia de la Inv1. La progenitora (I-2) y su hija (II-3) muestran los
fragmentos de 224 pb y 304 pb, demostrando su estado de portadoras de la Inv1. La banda C- representa el
control negativo para Inv1. P representa el patréon de peso molecular.

pertenecientes a cinco familias con HA severa. Tenien-
do en cuenta la baja densidad de la poblacion en esta re-
gion, que representa un poco mas del 8% del total de los
habitantes del pais (3.440.157), en un area que compren-
de el 22% del territorio (38.456 km*)*®, el ntimero de
individuos estudiados en la region noreste de Uruguay
es pequefio en comparacion con series similares de pai-
ses de laregion, como Argentina y Brasil. Por tal motivo
no resultan extrapolables; sin embargo, es interesante
observar que un estudio realizado en Argentina en 80 fa-
milias con HA severa, se muestra una frecuencia de 46%
para Inv22 e Inv1 en conjunto'”'?. En Brasil, en tres es-
tudios realizados que incluyeron a 189 familias, se ob-
servo una frecuencia en promedio igual a la de Argenti-
na (46%)"5'* lo cual dista en 6% de esta primera
aproximacion obtenida en el noreste de Uruguay.

Por otra parte, si se clasifica por tipos de inversion, este
reporte preliminar muestra que en la region noreste de Uru-
guay, Inv22 es la causa de la HA severaen el 20% de las fa-
milias estudiadas y la Inv1 del restante 20% (si se analiza
por pacientes, la frecuencia de Inv22 es aun menor, siendo
de 12,5%, y la Inv1 es considerablemente mayor al ser de
25%). Enunreporte de 2.093 pacientes con HA severa, es-
tudiados por investigadores de 14 paises, se estimo en 42%
la frecuencia de Inv22"'", y en otra estimacién que incluye
datos de 3.871 pacientes de 13 paises de Europa, Oceaniay
Latinoamérica (Argentina, Brasil y México), la frecuencia
de Inv22 va de 40% a 49%”). Con respecto a Inv1, las fre-
cuencias varian de 0 a 5% en parte de los paises menciona-
dos anteriormente, y en Argentina y Brasil la frecuencia es
de 1%"%2%. En el noreste de Uruguay se observa un valor
preliminar de 20%.

Un dato importante se encontro al estudiar a la her-
mana de los pacientes con Inv1 (figura 2A y B), cuya ac-
tividad del FVIII fue de 97%. Teniendo en cuenta que la
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Tabla 1. Pacientes con HA severa y portadoras con
inversiones del F8 (noreste de Uruguay).

Inversién 22 Inversién 1 Total
Pacientes 1 2* 3
ok
Portadoras 1 2 3
Total 2 4 6

* Hermanos.
** Madre-hija.

mayoria de las portadoras tienen disminuida la actividad
del FVIII en un 50%%", se sospechaba la ausencia de
Inv1; sin embargo, el estudio molecular permitié deter-
minar su estado de portadora al encontrar las sefales de
204/324 pb en la IS-PCR (figura 2. II-3). La investiga-
cion y caracterizacion de las portadoras es una parte im-
portante en el manejo de la hemofilia que posibilita el
adecuado asesoramiento genético de las familias.

Elestudio de lainversion del Inv1 y del Inv22 resulta
crucial en la determinacion de la etiologia genética de
los pacientes con HA, considerando que entre 40% y
50% de los pacientes con HA severa tienen dichos rea-
rreglos en F8 ©'V, asi como para la deteccion de porta-
doras. Estos resultados representan el primer estudio
realizado en Uruguay para determinar la presencia de
Invl e Inv22 en pacientes con HA severa de la region
noreste, asi como la presencia de portadoras en las fami-
lias informativas (tabla 1). Dada su aplicabilidad y por
ser un estudio adecuado y costo-efectivo para la caracte-
rizacién de las mutaciones causales de HA severa,
consideramos valioso y pertinente que se estudie el total
de los pacientes de Uruguay.
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