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RESUMEN

La Hemofilia A es el segundo trastorno de la hemostasia mas comun después de la
enfermedad de von Willebrand, con incidencia mundial de 1:5000 nacidos vivos
varones y de herencia recesiva ligada al cromosoma X. Se estima que hay
aproximadamente 178,500 personas con la enfermedad, el 60% presenta la forma
severa. La inversion del intron 22 y del intron 1 representan las principales
alteraciones moleculares en pacientes con hemofilia A severa, con frecuencia del 45-
50% y 0.5-5%, respectivamente. Hemos implementado una estrategia para la
identificacion de la alteracion molecular en cada paciente con HA mediante Inverse
shifting PCR para la identificacion de las inversiones de los intrones 22 y 1, seguido
del andlisis de los exones del gen F8 en pacientes que no presenten inversion
mediante PCR-High Resolution Melting y posteriormente secuenciacion Sanger en
aquellos exones que presenten alteracion en PCR-High Resolution Melting. Se
analizaron 37 individuos masculinos con Hemofilia A (30 severos, 5 moderados y dos
leves) de dos centros de tratamiento integral de hemofilia de los cuales 33 son no
relacionados y 8 mujeres (6 madres y dos hermanas de pacientes). Se identifico la
inversion 22 en 14 de 33 (42.4%), en 3 de 33 (9.1%) la inversion 1, en 3 de 33
pacientes (9.1%) gran deleciéon y en 11 de 33 (33.3%) variaciones puntuales o
pequefias deleciones. Dos variantes tipo missense no han sido reportadas
previamente, una en un individuo con Hemofilia A severa (c.262A>G; p.M88V) y otra
variante en dos hermanos con Hemofilia A leve (c.5666A>G; p.Q1889R) asi como
una variante nonsense (c.399T>A; p.Y133*) en un paciente con HA severa. No se
identificé la variante patogénica causal en 2 de 33 individuos (6%). Con este abordaje
molecular escalonado costo-efectivo hemos identificado, por primera vez en Colombia,
la variante patogénica responsable de Hemofilia A en 31 de 33 pacientes no
relacionados (94%).

Palabras clave:

Hemofilia A, Factor VIII, mutacion, Colombia



Abstract

Hemophilia A (HA) is the second most common hemostasis disorder after von
Willebrand disease, with a worldwide incidence of 1: 5000 live births with an X-linked
recessive inheritance. It is estimated that approximately 178,500 people are affected
with the disease; 60 % with the severe form. Intron 22 and intron 1 inversions
represent the major molecular alterations found in severe hemophilia A patients, 45-
50% and 0.5-5%, respectively. We have implemented a strategy for the identification of
the molecular alteration in each patient with HA by Inverse shifting PCR for the
identification of the inversions of introns 22 and 1, followed by the analysis of the F8
gene exons by means of PCR -High Resolution Melting and Sanger sequencing in
patients who do not present inversion. A total of 37 male HA patients (30 severe, 5
moderate and 2 mild) from two comprehensive hemophilia treatment centers were
analyzed, 33 of whom were unrelated and 8 women (6 mothers and 2 sisters).
Inversion 22 was identified in 14 of 33 (42.4%), 3 of 33 (9.1%) had inversion 1, 3 of 33
patients (9.1%) presented large deletions and 11 of 33 (33.3%) had point variations or
small deletions. Two missense variants have not been previously reported, one in an
individual with severe HA (c.262A>G; p.M88V) and another variant in two siblings with
mild HA (c.5666A> G; p.Q1889R). In addition, a nonsense variant (c.399T>A; p.Y133%)
in a patient with severe HA has not been described before. No pathogenic variant was
identified in 2 of 33 individuals (6%). With this cost-effective systematic molecular
approach we have identified, for the first time in Colombia, the pathogenic variant
responsible for Hemophilia A in 31 of 33 unrelated patients (94%).
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Hemophilia A, Factor VIII, mutation, Colombia
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SIMBOLOS Y ABREVIATURAS
Simbolos con letras griegas

l microlitro

UM Micromolar

Superindice Término

o] Grado de temperatura

Abreviatura Término

aa aminoéacido

ADN acido desoxiribonucléico.

ARNmM ARN mensajero

BSA Albumina sérica bovina

CSGE Conformational strand gel electrophoresis
DGGE Denaturing gradient gel electrophoresis.
DHPLC Denaturinh High Precision Liquid Chromatography.
dl decilitro

dNTP Deoxinucleotidos

DTT ditiotreitol

FOSYGA Fondo de Solidaridad y garantia

FVII Factor VIII de la coagulacién

HA Hemofilia A

HCI Acido Clorhidrico

HLA Human leukocyte Antigen

HRM High Resolution melting

IAC cloroformo: alcohol isoamilico

IL2 Interleuquina 2

InDel Polimorfismo de insercion/delecion.

kb kilobase 0 1000 pares de bases de ADN
INV Inversion

Int intrén

IS-PCR Inverse shifting PCR

NaCl Cloruro de Sodio

MgCI2 Cloruro de magnesio.

min minuto

mi Mililitro

mg miligramo

mM Milimolar

Mb Megabase, un millén de pares de bases de ADN.
pb par de bases de ADN

PCR Polymerase Chain Reaction

Seg Segundo

SSCP Single strand conformational polymorphism.

TNFa
TF

U
US$
ul

Factor de necrosis tumoral alfa.
Factor tisular

Unidades

Délar americano

Unidad internacional
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Hemofilia A es causada por mutaciones en el gen del Factor VIl de la coagulacion,
con una incidencia mundial estimada de 1 en 5000 nacidos vivos varones, siendo esta
la alteracion de la hemostasia mas comun(Rossetti, Radic, Abelleyro, Larripa, & De
Brasi, 2011; Rossetti, Radic, Larripa, & De Brasi, 2008b). Esta enfermedad, es de
herencia recesiva ligada al cromosoma X. Se clasifica como severa, moderada o leve,
dependiendo del nivel de actividad plasmatica del Factor VIII (Savage, 2014). Cerca
del 45-50 % de los pacientes con Hemofilia A (HA) severa, presentan la Inversion en
el intron 22 del gen (INV22) y entre el 0.5-5% de los pacientes tienen una Inversion en
el intréon 1 (INV1)(Graw et al., 2005). En el 50% restante de los pacientes con HA
severa, la mutacion se encuentra en uno de los 26 exones que conforman el gen, ya
sea por delecion, insercion o mutacion puntual. La mayoria de estudios moleculares
para esta enfermedad se centran en analizar las Inversiones del intron 22 e intrén 1
(INV22 e INV1)(Abou-Elew et al., 2011; Rossetti et al., 2011; Rossetti et al., 2008b).
Por consiguiente, no se logra identificar la mutacion responsable de la enfermedad en
casos distintos de la presencia de la INV22 e INV1, es decir, alrededor de la mitad de
los casos. Establecer la alteracion molecular en cada individuo con HA permite hacer
la correlacion entre la presentacion de la enfermedad (leve, moderada o severa),
establecer el posible riesgo de la generacion de anticuerpos neutralizantes-inhibidores
para el FVIII de la terapia de reemplazo, la identificacion de mujeres portadoras y
llevar a cabo una adecuada asesoria genética.

Se estima que hay alrededor de 178,500 personas a nivel mundial con Hemofilia, del
cual el 80% corresponde a HA (Savage, 2014). En el reporte de la Federacién
Mundial de Hemcofilia, Annual Global Survey 2014, donde se incluyeron 106 paises, se
reportaron 143,523 pacientes con HA, (Hemophilia, 2014). Para el caso de Colombia,
el informe de la Cuenta de Alto Costo sobre Hemofilia en Colombia, reporta un total de
1525 individuos con diagnostico de HA. En el afio 2013, en el censo de enfermedades
huérfanas, se identific6 que la hemofilia A y B eran las enfermedades huérfanas mas
prevalentes; adicionalmente, estaba considerada como la enfermedad de mas alto

costo en Colombia. (Situacion de la hemofilia en Colombia 2015. Cuenta de Alto
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Costo, Fondo Colombiano de Enfermedades de Alto Costo Disponible en

https://cuentadealtocosto.org/site/images/Situacion de la hemofilia en Colombia 20

15.pdf).La hemofilia A, es |l a enfermedad ofelmu®r f ar

el sistema de salud colombiano. Segun datos del FOSYGA (Fondo de Solidaridad y
Garantia), para el primer semestre de 2014, la Hemofilia A genero recobros por 37 mil
millones de pesos en dicho semestre. Esto se debe al alto costo de la terapia de
remplazo con concentrados de Factor VIl recombinante o derivados plasmaéticos y al
desarrollo de inhibidores (anticuerpos neutralizantes) secundario a la terapia de

remplazo junto a las complicaciones derivadas de la enfermedad y su tratamiento.

En la actualidad, existen métodos que permiten la identificacion de todas las
mutaciones en el gen del Factor VIl de la coagulacion, tales como las técnicas de
secuenciacion masiva. Sin embargo, dichas metodologias son costosas (alrededor de
US$1500-2500 por muestra) y no estan disponibles aun en el pais. Por otro lado,
diversas metodologias para tamizaje genético han sido desarrolladas. Entre ellas, la
resolucion de disociacion de ADN a alta temperatura (en inglés High Resolution
Melting-HRM) (Hill et al., 2010; Montgomery, Wittwer, Palais, & Zhou, 2007; Ririe,
Rasmussen, & Wittwer, 1997) que permite, en tiempo real, identificar los posibles
polimorfismos y mutaciones presentes en fragmentos de ADN amplificados por PCR.
Este método, permite detectar variaciones en las secuencias de la cadena de ADN en
presencia de una sustancia fluorescente, para discriminar las regiones genéticas que
presenten un comportamiento anormal en HRM para ser secuenciadas posteriormente
(Montgomery et al., 2007; Ririe et al., 1997). A través de esta metodologia, se puede
aproximar a la identificacién de las mutaciones presentes en las regiones codificantes
del gen, complementando el analisis de las Inversiones en los intrones 22 y 1 (INV22
e INV1).

Hasta la fecha, en Colombia no existe diagnéstico molecular para esta condicién y en
algunos casos, las muestras son remitidas fuera del pais para su analisis. Hemos
desarrollado una estrategia para la identificacion de la alteracion molecular en cada
paciente con hemofilia A, un abordaje molecular en HA costo-efectivo para nuestro

medio. El abordaje consta de la identificacion de las Inversiones de los intrones 22y 1


https://cuentadealtocosto.org/site/images/Situaci%C3%B3n_de_la_hemofilia_en_Colombia_2015.pdf
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(INV22 e INV1) mediante IS-PCR (Inverse shifting PCR), seguida del analisis de los
exones del gen del FVIII en pacientes que no presenten Inversion mediante PCR-
HRM (High Resolution Melting) y posterior secuenciacion mediante Big Dye
terminators (Secuenciacion Sanger) en aquellos exones que presenten alteracion en
HRM.

El alto costo que implica el analisis de cada paciente y el hecho de que no existe un
centro de referencia nacional para el diagndstico molecular de esta enfermedad,
generan la necesidad de desarrollar métodos diagndsticos de menor costo, que
permitan identificar las mutaciones presentes en cada paciente. Esto con el fin de
poder establecer una correlacion genotipo-fenotipo, evaluar el posible riesgo de
desarrollo de anticuerpos neutralizantes-inhibidores y brindar un adecuado
asesoramiento genético en los casos que se requiera. Ademas, se pretende iniciar la
creacion de una base de datos sobre las mutaciones y polimorfismos hallados en el
gen, de manera que permita comprender y analizar el comportamiento molecular del
gen del Factor VIII en poblacién colombiana y que sirva como referente para futuros

estudios en Colombia y Latinoamérica.

INTRODUCCION

La Hemofilia A (HA), es una condicibn genética de herencia recesiva ligada al
cromosoma X(Hoyer, 1994). Es una condicion que se da principalmente en hombres
y, en casos especiales, en mujeres. En esta enfermedad, las personas afectadas
presentan una predisposicion a sangrar (Antonarakis, Kazazian, & Tuddenham, 1995;
Bagnall, Waseem, Green, & Giannelli, 2002; Bowen, 2002; Brinkhous, 1981; Castaldo
et al., 2007; Djulbegovic & Goldsmith, 1995; Hoyer, 1994) debido a la deficiencia del
Factor VIII de la coagulacion(Jayandharan & Srivastava, 2012). Se estima una
incidencia de 1 en 5000 nacidos vivos varones, dato que no varia entre
poblaciones(Graw et al., 2005), por lo que la HA es el trastorno de la coagulacion mas
frecuente después de la enfermedad de von Willebrand (Hoyer, 1994).

Adicionalmente, la severidad de la enfermedad esta determinada por la actividad
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residual del FVIII de la coagulacion(Graw et al., 2005); en la HA leve, existen niveles
plasmaticos del Factor VIII del 5 al 40% , en la HA moderada de 1 a 5% y en HA
severa valores inferiores al 1%, representando el 25%, 15% y 60% de los casos de

HA, respectivamente (Savage, 2014).

Las personas con HA presentan una predisposicion a sangrar de manera recurrente
gue puede resultar de dificil manejo. Los pacientes con el fenotipo severo tienen
sangrado espontaneo que puede ser grave. Entre las manifestaciones clinicas de esta
entidad estan las hemorragias en Organos internos, musculos y articulaciones;
usualmente posterior a procedimientos o traumas menores(Hill et al., 2010; Rossetti
et al., 2011). Entre las causas de mortalidad en estos pacientes, en paises en via de
desarrollo, se encuentra el sangrado del sistema nervioso central y la mayor causa de
morbilidad es la sinovitis cronica, dado por sangrados recurrentes a nivel articular
generando un estado de inflamacion crénica, que con el tiempo lleva a discapacidad
(Graw et al., 2005). Por estas razones, desde hace unos afios se ha implementado el
manejo de estos pacientes con terapia de reemplazo del FVIII de la coagulacion. Con
la introduccién de infusion de FVIII en 1981 y posteriormente la infusion del
concentrado de FVIII recombinante en 1992, se ha logrado disminuir el impacto de la

enfermedad en los pacientes y sus familias(Schramm, 2014).

La complicacion mas severa en el manejo de la HA es la generacion de anticuerpos
neutralizantes- inhibidores secundarios a la administracion de concentrados de FVIII,
los cuales neutralizan la funciéon pro coagulante de este e impiden una adecuada
respuesta al tratamiento(Kreuz & Ettingshausen, 2014). Se han descrito multiples
factores de riesgo asociados a la aparicion de anticuerpos neutralizantes -inhibidores
en pacientes con HA severa, siendo el tipo de mutaciones en el gen F8 uno de los
posibles factores de mayor impacto (Bowen, 2002; Gouw et al., 2012; Lewis, Soulier,
& Taylor, 1946; Claudia Pamela Radic, 2010; Srivastava et al., 2013; Vine, 2009). De
aqui la importancia de determinar con exactitud la alteracion molecular de pacientes

con HA para determinar la predisposicion a generar inhibidores con el tratamiento.

Se han identificado distintos tipos de mutacion en el gen F8 (mutaciones puntuales,

deleciones, inserciones, rearreglos/inversiones). De las mutaciones puntuales, las
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variantes missense corresponden al 90% de los casos de HA. Las Inversiones
representan el 5 al 10% de los casos de HA, pero se concentran principalmente en
casos de HA severa(Bowen, 2002); siendo la Inversién del intrén 22 la responsable

del 50% de los casos del fenotipo severo de la enfermedad(Graw et al., 2005).

La estrategia de diagndstico molecular plantea un andlisis escalonado para la
deteccion de la alteracion molecular en cada paciente con Hemofilia A, mediante la
reaccion de I1S-PCR (Inverse Shifting PCR) para la identificacion de las Inversiones de
los intrones 22 y 1 (INV22 e INV1), como una variante de la PCR Inversa utilizada por
Rossetti en el 2005(Rossetti, Radic, Larripa, & De Brasi, 2008a); seguido del andlisis
por HRM (Montgomery et al., 2007) de los exones del gen F8, en quienes no se
detecte Inversion por IS-PCR, seguido de secuenciacibn mediante Big Dye
terminators (Sanger, Nicklen, & Coulson, 1977) en aquellos fragmentos que presenten
alteraciébn en HRM. Con esta aproximacion diagnostica escalonada y altamente costo-
efectiva se pueden identificar las mutaciones presentes en los intrones 22 y 1,
ademas de variantes en regiones codificantes en pacientes con Hemofilia A. Un
diagndstico preciso permite una asesoria genética eficaz, asi como establecer
correlaciones entre las mutaciones halladas con la severidad de la enfermedad y la
posible aparicion de anticuerpos neutralizantes - inhibidores ante el tratamiento de
reemplazo con Factor VIII.
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HEMOFILIA A

HISTORIA

Los primeros reportes de esta enfermedad datan en el Siglo Il en el Talmud, donde se
indicaba que una mujer que perdiera a dos de sus hijos posteriores a la circuncision,
no se debia realizar ésta practica en un tercer hijo. Se cree que la primera descripcion
moderna de Hemofilia A, fue en 1803 realizada por el Dr. John Conrad Otto, con el
estudio de varias familias en las que sdlo los hombres presentaban sangrado y sufrian
complicaciones asociadas a estas, mientras que las mujeres no(Bowen, 2002). En
1928 el Dr. Hopff, le atribuye a esta condicion el nombre de Hemofilia. La primera
descripcién de la herencia de la HA, fue descrita en 1820 por Nasse, quien refirio la
enfermedad como transmitida por mujeres sanas a sus hijos. El primer analisis de un
arbol familiar de individuos con HA fue hacia 1885 por Osler, posteriormente por Pratt
en 1908 y Koller en 1954. El ultimo se centré en el andlisis extenso en Tenna, un
pueblo montafioso suizo, del cual se pudo reconstruir el andlisis familiar hasta
mediados del siglo XVII (Schramm, 2014).

Lahemof i lia se | e conoce igual mente como
la reina Victoria (1837-1901) era portadora de esta condicién. Su hijo Leopoldo, quien
sufria de sangrados recurrentes, falleci6 a la edad de 31 afios debido a una
hemorragia intracerebral(Schramm, 2014). Asi mismo, la enfermedad se propago por
varias familias reales de Europa por dos de sus hijas. De las familias reales afectadas
estaban la espafiola, Alemana y rusa. Pero el caso mas conocido fue el de la familia
Rusa, por el Tzarevich Alexei, hijo del Czar Nicholas Il. Hoy en dia, se conoce que la

Aenf ermedad de | a familia r(8crnm,20d4).r esp

Posteriormente en 1946, se describié una pequefia fraccion plasmatica en individuos
normales que corregia el tiempo de coagulacion de los hemofilicos(Lewis et al., 1946).
Este factor, fue identificado mas adelante como Factor VIII. En 1944, al mezclar
sangre de dos hemofilicos y observar la correcciéon del tiempo de coagulacion, el Dr.
Alfredo Pavlosky confirmé de esta manera, la existencia de grupos de

complementacion en la Hemofilia, los cuales fueron identificados posteriormente como

onde

a
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Hemofilia A y Hemofilia B(Claudia Pamela Radic, 2010). Los primeros concentrados
de Factor VIII se obtuvieron en 1970; no obstante, la terapia de reemplazo con Factor
VIII que inicio hacia 1980, traia consigo problemas como la infeccién por VIH, lo cual
llevo a que alrededor del 40% de los pacientes tratados resultaran infectados y la
muerte de muchos de estos(Graw et al., 2005). El gen del Factor VIl fue clonado y
secuenciado por Gitschier y colaboradores en 1984, siendo el gen mas grande
descrito hasta ese momento. La terapia con Factor VIII recombinante empezé a

implementarse en 1993 (Kreuz & Ettingshausen, 2014; Rossetti et al., 2011).

EPIDEMIOLOGIA

Se estima, que en el mundo existen alrededor de 178.500 individuos con esta
condicion(Savage, 2014). En el reporte del Annual Global Survey del 2014, donde se
incluyeron en el estudio 106 paises, reportan 140,313 individuos con diagndstico de
HA. Se calcula que dos tercios de las personas con HA a nivel mundial no tienen
acceso al tratamiento debido a su alto costo(Savage, 2014).

Para el caso de Colombia, se determiné en la primera evaluacion de la enfermedad
por la Cuenta de Alto Costo que hay 1525 individuos con HA. Para el afio 2015, la
Cuenta de Alto Costo inform6 que 60% de los pacientes con enfermedad severa estan
en profilaxis y que existen 356 pacientes con anticuerpos neutralizantes - inhibidores,
dos tercios con inhibidores de titulo alto (mas de 5UB). Segun datos del FOSYGA
para el pri mer semestre de 2014, l a Hemof il
frecuente en Colombia y la que mayor impacto econémico genera en el sistema de
salud, ya que para dicho periodo se generaron recobros de alrededor de 37 mil
millones de pesos. De acuerdo a los estudios realizados sobre Hemofilia A en
Colombia, solo existe un estudio que describe el andlisis de las Inversiones en el
intron 22 e intrén 1 (int22 e intl). Dicho estudio fue realizado por Garcés, MF (Garces,
2012). En el estudio, se analizaron 30 pacientes con diagnéstico de Hemofilia A
severa en los cuales se encontrd la INV22 en el 40% y la INV1 en el 10% (que
corresponde a 12/30 y 3/30) mediante uso de Long Distance PCR.
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SISTEMA DE LA COAGULACION

La hemostasia es el proceso fisiolégico que controla la fluidez de la sangre y a su vez,
tiene la capacidad de inducir la formacion de un coagulo compuesto de plaquetas y
filamentos de fibrina en caso de presentar lesién vascular. A este proceso se le

conoce como coagulacion(Vine, 2009).

La cascada de la coagulacion tiene como fin la conversion de protrombina a trombina,
gue a su vez genera la conversion de fibrinégeno a fibrina. En individuos sanos, la
hemostasia se encuentra en un balance riguroso entre mecanismos anticoagulantes y
pro coagulantes(Adams & Bird, 2009; Dahlback, 2000; Vine, 2009).

La cascada de la coagulacion fue introducida en 1964 por dos grupos independientes.
En este modelo, cada factor conlleva a la activacion de otro que eventualmente,
desencadena en la generacién de coagulo de fibrina. EI nUmero asignado a cada
factor, refleja la secuencia en los que fueron descubiertos y no por el momento de
accion dentro de la cascada. Este modelo divide la cascada en dos vias distintas, la
intrinseca y extrinseca. La via intrinseca, presenta todos los factores plasmaéticos,
mientras que la via extrinseca Involucra el Factor tisular (FT) y Factor VII(Adams &
Bird, 2009; Vine, 2009).

El modelo de la cascada de coagulacion representdé un gran avance en el
entendimiento del proceso de la hemostasia. Sin embargo, este modelo no explicaba
como la activacion del Factor X por la via extrinseca no compensaba la pérdida del
Factor VIl y IX, por lo que se determind que la via intrinseca no tiene un rol fisiol6gico
verdadero en la hemostasia. También se determind que el complejo FT/ Factor VII,
iniciador de la via extrinseca, puede activar el Factor IX de la via intrinseca. Otro
hallazgo que soporté esta teoria, fue el descubrimiento de que la trombina es el
activador fisiolégico del Factor XI. Por consiguiente, se concluye que el complejo
FT/Factor VII es el mayor evento iniciador de la hemostasia(Adams & Bird, 2009;
Dahlback, 2000; Vine, 2009).

Por esta razon, se propuso pasar del modelo de la cascada de la coagulacién a un

modelo celular. En este modelo, el proceso de la hemostasia se describe en tres
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pasos: iniciacion, amplificacion y propagacién(Adams & Bird, 2009; Dahlbéck, 2000;
Vine, 2009)(Figura 1).

- Iniciacion
El proceso de coagulacién inicia con la exposicion de células expresando Factor
tisular al torrente sanguineo. Existe evidencia que el FT se expresa en microparticulas
presentes en la circulacion, provenientes de plaquetas, leucocitos o células

endoteliales durante activaciéon o muerte celular(Adams & Bird, 2009; Vine, 2009).

Una vez ocurre la union del Factor VIl circulante al FT, el Factor VIl es activado. El
complejo activado FT/Factor VIl activa al Factor X y Factor IX. Posteriormente, el
Factor X activa al Factor V. El Factor X activado y Factor V convierten pequefas
cantidades de protrombina a trombina, la cual jugara un papel importante en la fase de
amplificacion(Adams & Bird, 2009; Vine, 2009).

- Amplificacién
La adhesion de plaguetas esta mediada por el receptor de colageno plaquetario
(glicoproteina la/lla) y el Factor von Willebrand; formando enlaces entre plaguetas y
fiboras de coldgeno para su activacion. Las pequefias cantidades de trombina
amplifican la activaciéon de plaguetas, aumentando su adhesién y promoviendo la
activacion de Factores V, VIl y IX(Vine, 2009).

Las plaguetas activadas, liberan vesiculas con Factor V en forma parcialmente
activada, quien después es activada por Factor Xa. El Factor von Willebrand es

clivado por la trombina para liberar y activar al FVIII(Vine, 2009).

- Propagacién
La fase de propagacion, se caracteriza por la produccion de complejo tenaza y
protrombinasa, quienes se instalan en la superficie plaquetaria. ElI complejo
protrombinasa produce grandes cantidades de trombina, la cual convierte el
fibrindbgeno a fibrina y también activa el Factor Xlll, quien estabiliza la fibrina y asi

finalmente formar el coagulo (Vine, 2009).
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Figura 1. Representacion esquematica del modelo celular de la hemostasia.
Diagrama representa el modelo celular de la hemostasia incluyendo la fase de iniciacion,
amplificacién y propagacion(Vine, 2009).

MANIFESTACIONES CLINICAS

La deficiencia del Factor VIII de la coagulacion genera una predisposicion a sangrar
de manera recurrente que puede resultar de dificil manejo. Entre las manifestaciones
clinicas de la HA estdn las hemorragias en o6rganos internos, musculos y
articulaciones, usualmente posterior a procedimientos o traumas menores(Srivastava
et al.,, 2013). La presentacion de sangrados espontaneos, dependiendo de la
severidad de la enfermedad, se dan a nivel articular, muscular o de tejidos blandos.
Clinicamente, la Hemofilia A se presenta en forma severa en el 60% de los pacientes
(Factor VIII de coagulacion por debajo del 1%), el 15% presenta la forma moderada de
la enfermedad (nivel de Factor entre el 1-5%) y el 25% de los pacientes tienen la
forma leve de la enfermedad (actividad plasmética de FVIII entre 6 y 30%)(Savage,

2014). En la forma severa, el sangrado se produce de manera espontanea o después
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de una lesion; el sangrado espontaneo en las articulaciones, como ocurre en la rodilla,
es una de las mayores co-morbilidades la cual conduce a degeneracion articular e
inflamacion cronica, que con el tiempo se torna doloroso e inhabilitante(Srivastava et
al., 2013). Con la introduccién de infusion de FVIII en 1981 y posteriormente la
infusion de FVIII recombinante en 1992, se ha logrado disminuir el impacto de la

enfermedad en los pacientes y familias afectadas(Graw et al., 2005).

TRATAMIENTO

TERAPIA DE REMPLAZO CON FACTOR VIIi

Desde mediados del siglo XIX, pacientes con HA han sido tratados con terapia de
reemplazo del FVIIl. No obstante, tomé alrededor de un siglo antes de descubrir el
mecanismo de la enfermedad y dos décadas hasta que se desarroll6 el primer
concentrado de FVIII purificado para uso terapéutico(Graw et al., 2005). Existen dos
esquemas de terapia con reemplazo intravenoso, la administraciéon a demanda (en

cada sangrado) y la administracion profilactica para prevenir los sangrados.

La terapia profilactica surge por primera vez en Suecia, a partir de la observaciéon de
individuos con HA moderada (niveles FVIII 1- 5Ul/dl), que sufrian menos hemorragias
espontaneas y por el tratamiento lograban preservar la integridad articular. La meta
del manejo profilactico es la prevencién del sangrado articular espontaneo y la

degeneracion articular(Srivastava et al., 2013).

La vida media de los concentrados de Factor VIII posterior a la infusion es de 8 a 12
horas, similar a la del FVIII endégeno(Srivastava et al., 2013). El concentrado de FVIII
altamente purificado se encuentra disponible desde el afio 1980 y hacia 1992 el

concentrado de FVIII recombinante. (Graw et al., 2005).

INHIBIDORES DEL FACTOR VIII

Los inhibidores son la complicacibn méas severa secundaria al tratamiento en
pacientes con Hemofilia A, especialmente el fenotipo severo. Estos neutralizan la
funcién pro coagulante del FVIII e impiden un adecuado funcionamiento. El desarrollo

de inhibidores o anticuerpos neutralizantes, esta asociado tanto a factores genéticos
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del huésped (genotipo, sistema HLA, etnia, historia familiar de inhibidores,
polimorfismos en citoquinas, entre otros) y factores ambientales asociados al
tratamiento (dosis, intensidad del primer tratamiento, fuente del Factor VIII, edad de
inicio, entre otros)(Ghosh & Shetty, 2009; Gouw, van der Bom, & Marijke van den
Berg, 2007).

El genotipo constituye, entre los determinantes genéticos, uno de los principales
factores de riesgo en la generacion de anticuerpos neutralizantes-inhibidores. Se han
realizado multiples estudios que correlacionan el genotipo con la presencia de
inhibidores(Boekhorst et al., 2008; Gouw et al., 2013; Gouw et al., 2012; Santagostino
et al.,, 2015). En estos se evidencia que las variantes que conllevan a una ausencia
del FVIII, como las mutaciones tipo nonsense, deleciones e Inversiones presentan una
fuerte asociacion. Debido a su naturaleza, estas mutaciones implican un bajo producto
proteico del gen F8. Esto asociado al tratamiento de reemplazo, genera una
respuesta inmune de tipo humoral(Ghosh & Shetty, 2009). Estas variantes que
conllevan a una ausencia del FVIII son las responsables de la gran mayoria de casos
de HA severa(Boekhorst et al., 2008) (Antonarakis, 1995; Antonarakis, Kazazian, et
al.,, 1995; Antonarakis, Rossiter, et al., 1995; Higuchi, Antonarakis, et al., 1991,
Higuchi, Kazazian, et al., 1991; Kazazian et al., 1988; Lakich, Kazazian, Antonarakis,
& Gitschier, 1993; Wacey et al., 1996; Woods-Samuels, Kazazian, & Antonarakis,
1991). También se han identificado otros tipos de mutaciones presentes en pacientes
con HA severa como mutaciones missense, mutaciones que alteran el marco de
lectura abierto del gen (frameshift) y errores en sitios de splicing, que se asocian en
menor medida con la presencia de inhibidores(Boekhorst et al., 2008; Ghosh & Shetty,
2009).

Otro factor genético de importancia, es la historia de inhibidores en familiares
afectados. Se ha descrito un riesgo hasta del 50% entre hermanos y 10% en
parientes. Sin embargo, se cree gue otros factores no genéticos deben contribuir,
porque de ser asi, la incidencia seria mucho mas alta entre familias(Ghosh & Shetty,
2009).
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La composicion étnica es otro de los factores genéticos a tener en cuenta, ya que
existe una mayor prevalencia de inhibidores en personas afroamericanas y latinas en
comparacioén con caucasicos. Se sabe que el espectro mutacional no cambia entre
etnias, por lo que se plantea que estas diferencias se deban a polimorfismos de
algunos determinantes de la respuesta inmune como IL2, TNFa o el sistema HLA
clase li(de Alencar et al., 2015; Pavlova et al., 2009; Pergantou et al., 2013) o a los
haplotipos del FVIII (Viel et al., 2009). Sin embargo, no se ha establecido asociacion

directa aun con estos factores(Srivastava et al., 2013).

Antes, entre los factores no genéticos, se tenia en cuenta el primer el tipo de FVIII
administrado (Gringeri, 2011). Se consideraba que el Factor VIl derivado plasmatico
resultaba menos inmunogénico que el FVIII recombinante. Estudios recientes han
reportado que el cambio de concentrado de FVIII no es un factor de riesgo para la
generacion de inhibidores (Gouw et al., 2013; Gouw et al., 2012; Gouw et al., 2011;
Gringeri, 2011). Variables como la dosis inicial, la intensidad del primer tratamiento y

la edad de inicio de tratamiento se deben tener en cuenta(Ghosh & Shetty, 2009).

Los inhibidores se presentan con mayor frecuencia en individuos con HA severay, en
menor proporcion, en personas con el fenotipo moderado o leve. De aqui la
importancia de determinar la alteracion molecular en los pacientes con HA severa,
para determinar la posible predisposicion a la aparicion de inhibidores con el
tratamiento y poder plantear medidas estratégicas para evitar esta complicacion
(Boekhorst et al., 2008; Ghosh & Shetty, 2009; Gouw et al., 2011; Claudia Pamela
Radic, 2010).

GEN DEL FACTOR VIl (GEN F8)

CARACTERISTICAS

El gen que codifica el Factor VIII de la coagulacion (gen F8) se encuentra ubicado en
el brazo largo del cromosoma X (Xg28). Representa el 0.1% del cromosoma X (Hoyer,
1994), tiene un tamafno de 186 kb de los cuales, 177 kb corresponden a secuencias

intronicas(Gitschier et al., 1984).El gen contiene 26 exones, de los cuales 24 varian
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en tamafo desde 69 pb hasta 262 pb. Los dos exones restantes, el 14 y 26, presentan
tamafios de 3,106 pb y 1,958 pb, respectivamente(Graw et al., 2005). El intron 22,
presenta una isla CpG que actia como promotor bidireccional para dos genes
anidados (F8A y F8B). El gen F8A se codifica en sentido contrario al gen F8, el cual
se expresa en distintos tipos celulares(Bowen, 2002). Hasta el momento, se le ha
atribuido funciones por fuera de la cascada de la coagulacion(Graw et al., 2005). El
gen F8B comprende la region 5°del intron 22 y exones 23-26. Este gen, se transcribe
en el mismo sentido del gen F8 y codifica un producto proteico mas pequefio que el
producto del gen F8. Se ha propuesto que el gen F8B codifica una proteina que podria
participar en la generacién de tolerancia inmune central hacia el Factor VIII (Boekhorst
et al., 2008; Bowen, 2002; Gouw et al.,, 2011). Por ende, cabria esperar que
mutaciones que modifiquen la expresion de esta proteina (comprendido entre el intrén
22 y exones del 23-26), generen una deficiencia y posiblemente, una predisposicion a
la generacion de inhibidores frente al tratamiento con FVIIl. El gen F8 codifica un
ARNmM de 9,010 nucleétidos en longitud que comprende una regidn no trascrita 5" de
150 nucledtidos, un marco de lectura de 7,056 nucleétidos y una regidn no transcrita
3" de 1,806 nucledtidos(Bowen, 2002)(Figura 2).
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Figura 2. Caracteristicas del gen del Factor VIll, RNA mensajero y Proteina. El
diagrama muestra las caracteristicas del Factor VIII, gen (F8), asi como la produccién y el
procesamiento de la proteina codificada. (a) el gen F8 tiene una longitud de 186 kb y
consiste en 26 exones, 24 de los cuales varian de longitud desde 69 hasta 262 nucleétidos;
los exones restantes, exones 14 y 26, son de 3,106 y 1,958 nucledtidos de longitud,
respectivamente. La mayor parte del exdn 26 consiste en una secuencia 3" no traducida. El
intron 22 contiene 2 genes (F8A y F8B) sefialado con flechas de colores (rojo y azul,
respectivamente) indicando la orientacién de la transcripciéon. (b) EI ARNm procesado tiene
alrededor de 9kb de longitud. (c,d) EI ARNm del gen F8 es traducido a un precursor proteico
de 2,351 aminoéacidos (267 kDa), el cual es procesado hacia producto final (panel superior,
figura c) que solo faltan 19 aminoéacidos del extremo N- terminal de la secuencia lider.
Posterior procesamiento por trombina (flechas negras apuntando hacia arriba en ¢) que
terminan en la activacién del F8. Primero, el clivaje en Arg 1,689 (en la unién del dominio B-
A3) generando una cadena pesada de tamafio variable (90-210 kDa), que consiste en los
dominios A1, A2y un fragmento heterogéneo del dominio B; durante el proceso, un péptido
de 40 aminoécidos (a3) es liberado del producto C-terminal para formar una cadena liviana de
73 kDa que consiste de los dominios A3-C1-C2 (c, panel superior). Posterior clivaje por la
trombina (c, panel inferior), se retira la mayoria del dominio B y se cliva la proteina entre los
dominios Al y A2: clivaje en Arg372 (entre el dominio A1 y A2) y en Arg740 (entre dominios
A2 y B) generando dominios de 54 kDa y de 44 kDa. (d) La proteina activada es unida en un
complejo por calcio (Graw et al., 2005).
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PROTEINA DEL FACTOR FVIlI

La proteina del Factor VIII esta constituido por una secuencia de 2,332 aminoacidos,
excluyendo los 19 aminoacidos del péptido sefial, conocido como pro-cofactor inactivo
circulante(Bowen, 2002). La proteina estd conformada por 6 dominios
Al1,A2,B,A3,C1,C2,y tres pequefios péptidos acidos al, a2, a3, ordenados Nh2-Al-al-
A2-a2-B-a3-A3-C1-C2-COOH (Bowen, 2002; Graw et al., 2005; Hoyer, 1994). La
proteina del Factor VIII, posterior a la activacion por la trombina sufre una serie de
clivajes. En primera instancia, se cliva el residuo de Arginina en la posicion 1,689
entre el dominio B y A3, generando una cadena pesada que consta de los dominios
Al1,A2 y B(Bowen, 2002; Graw et al., 2005). Posteriormente, la molécula sufre un
segundo clivaje, generandose la cadena liviana que contiene los dominios A3, Cl1 y
C2. Finalmente, la trombina hace que el dominio B de la cadena pesada sea clivado y
removido del producto final que consta de una cadena pesada N-terminal y una
cadena liviana C-terminal unidos por una molécula de Cobre(Bowen, 2002; Graw et
al., 2005). Hay que tener en cuenta que el Factor X también puede hacer esta serie de
modificaciones. El pro-cofactor FVIII se encuentra unido al Factor von Willebrand en la
circulacion. Al suceder la actividad proteolitica y la activacion del FVIII, este es
liberado de esta unién(Bowen, 2002)(Figura 2).

El Factor VIII de la coagulacion se sintetiza principalmente en hepatocitos y células
endoteliales con una expresion residual en algunas células nucleadas de la sangre.
Los dominios A (Al, A2, A3) de la proteina contienen aproximadamente 330
aminoacidos, 980 aminoacidos para el dominio B y los dominios C de
aproximadamente 150 aminoacidos en la regiéon carboxi-terminal duplicada. Esta
proteina presenta un alto grado de homologia con el Factor V de la coagulacion, en
donde solamente los dominios B de las dos proteinas no estan relacionados, y menor
grado de homologia con la Ceruloplasmina y la Ferroxidasa(Graw et al., 2005; Hoyer,
1994).

Cada dominio del FVIII, presenta diferentes sitios de union para algunos de los
componentes de la casada de la coagulacion. La gran mayoria de las interacciones se

presentan en regiones de la cadena liviana (dominio A3, C1 y C2) (Graw et al.,
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2005)(Figura 3). Se ha descrito hasta el momento funciones de transporte y
procesamiento intracelular para el dominio B. Sin embargo, aun no es claro su papel
dentro de la actividad coagulante de la proteina(Pipe, 2009). Estudios han reportado
gue mutaciones dentro de este dominio generalmente no explican fenotipos severos
de la enfermedad. No obstante, se ha propuesto mutaciones missense en esta region
como explicacion de fenotipos leves(Ogata, Selvaraj, Miao, & Pipe, 2011; Pahl,
Pavlova, Driesen, & Oldenburg, 2014).
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Figura 3. Propiedades e interacciéon de la proteina del Factor VIII. La figura muestra
la totalidad de la proteina del FVIII (incluyendo péptido sefial (SP) en extremo N-terminal, los
dominios Al, A2, B, A3, C1 y C2, y los dominios intermedios al, a2 y a3). Los numeros
indican la posicién de aminoacidos. Los sitios de interaccion del F8 con fosfolipidos (PL) y
otros Factores de coagulacion (von Willebrand Factor (VWF), Factor de la coagulacion IX
activado (F9a), Factor 10 (F10) y Factor X activado (F10a)) también son indicados. El patron
de glicosilacion en residuos Asn es importante para el transporte de F8 del reticulo
endoplasmico hacia el aparato de Golgi (cuadrados negros indican los residuos glicosilados,
cuadrados blancos indican residuos no glicosilados, cuadrados blancos y negros indican
residuos parcialmente glicosilados y cuadrados grises residuos potencialmente glicosilados).
Residuos Tyr sulfatados son importantes para el eficiente clivaje por la trombina (circulos
blancos). La correcta formacién de puentes disufuro (S-S), relativo a la presencia de residuos
Cys libres (C), es necesario para el adecuado plegamiento de la proteina (Graw et al., 2005).

ALTERACIONES MOLECULARES EN EL GEN F8

Se han descrito distintos tipos de variantes genéticas en el gen F8 (variaciones
puntuales, pequefias y grandes deleciones/inserciones, rearreglos/Inversiones). De
las variaciones puntuales, las tipo missense corresponden al 90% de los casos de HA.

Las Inversiones representan el 5 al 10% de los casos de HA, sin embargo esta
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alteracion se presenta principalmente en casos de HA severa(Bowen, 2002); siendo
la Inversidon del intrén 22 la responsable del 50% de los casos (Graw et al., 2005;
Claudia Pamela Radic, 2010).
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Figura 4. Inversioén intrén 1 del Factor VIII de la coagulacion. La figura muestra el
intrén  del Factor VIl de la coagulacién, el cual estd flanqueado por exones (en verde;
dibujados para indicar la direccion de la transcripcion), y contiene una secuencia repetida
intlhl (en azul) flanqueado por secuencias Unicas. La linea representa el ADN que se
encuentra por fuera del gen F8, y la secuencia repetida intlh2 indicado por el cuadrado rojo.
Las flechas indican la direccién de la secuencia. Los pasos subsiguientes en el diagrama
ilustran como ocurre la recombinacion homéloga entre las dos repeticiones intlhexplican el
origen de la inversioén. Esto lleva a la aparicion de Hemofilia A alrededor del 1% de los casos
(Graw et al., 2005).

En el intron 1 e intron 22 del gen F8, existen regiones con secuencias intragénicas
homologas a secuencias extragénicas que predisponen a una recombinaciéon anémala
durante la meiosis. Esto conlleva a rearreglos intracromosémicos que conducen a una
disrupcion de la secuencia del gen. Estos rearreglos pueden generar deleciones o
duplicaciones asociadas al rearreglo cromosémico (Graw et al.,, 2005; Li, Carrero,
Dong, & Yu, 2015; Claudia Pamela Radic, 2010). Entre un 45-50% de los casos de

Hemofilia A severa, la alteracion molecular se debe a una Inversién localizada en el
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intron 22 del gen F8 (INV22)(Bowen, 2002; Graw et al., 2005). Esta Inversion, separa
los exones 1-22 de los exones 23-26 del gen. Este intercambio se presenta por
recombinacion no alélica entre la secuencia homologa intragénica ubicada en el
intron 22 (int22h-1) y otras secuencias homologas extragénicas (int22h-2 e int22-h3),
ubicadas a 400 kb en direccién al telomero corriente arriba del gen (Bowen, 2002;
Graw et al., 2005; Rossetti et al., 2008a; Rossiter et al., 1994). Un 0.5-5% de los
casos, se deben a la Inversion por recombinacién de secuencias homologas ubicadas
en el intron 1 (INV1) y la otra a 200 kb corriente arriba del gen(Pezeshkpoor, Rost,
Oldenburg, & El-Maarri, 2012; Claudia Pamela Radic, 2010; Rossetti et al.,
2008b)(Figura 4y 5).
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Figura 5. Inversion intron 22 del Factor VIl de la coagulacion. En el intrén 22 del
gen F8, un fragmento (referido como int22h1) tiene otros dos fragmentos con secuencias
similares que son distales al gen F8 (int22h2 e int22h3). Las flechas indican la orientacién de
las secuencias repetitivas. Por recombinacion homéloga intracromosomica, una de estas
regiones distales forma una estructura alternativa con el elemento correspondiente dentro del
intrén 22, resultando en la inversiéon de los exones 1-22 respecto a exones 23-26del gen F8.
Esto conlleva a Hemofilia A severa en el 35% a 45% de los casos. Aunque int22h1 puede
recombinarse con int22h2 o int2h3, solo se muestra el producto de la recombinacién con la
region int22h2 (Graw et al., 2005).

Cerca del 50% restante de las mutaciones en individuos con HA severa se debe
principalmente a mutaciones que alteran los sitios de splicing, grandes deleciones y

mutaciones sin sentido que producen codones de pare y por consiguiente una
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proteina truncada (Brackmann et al., 2003; El-Maarri et al., 2005; El-Maarri et al.,
2006; Oldenburg, Brackmann, Hanfland, & Schwaab, 2000; Oldenburg et al., 1997;
Oldenburg et al., 2003). Sin embargo también se reportan mutaciones puntuales tipo
missense.(Graw et al., 2005; S. Y. Lin et al., 2008; Pezeshkpoor et al., 2013; K.-C. G.
Rallapalli PM, Tuddenham EG, Gomez K, Perkins SJ, 2014)(Figura 6).

Figure 2. Frequency of F8 Mutation Types in the CHAMP Mutation List

Seall structiral change . Large structur o change

Prometer . SUTR

ity aeme <0 bp) . SUTH (40 b}
Synamyrmoun.

Number of Unigue Mutations 2,931

Figura 6. Frecuencia de mutaciones en el gen F8 en la base de datos CHAMP.
Distribucion por frecuencia de las variaciones patogénicas registradas en la base de datos
CHAMP del CDC para todas las formas fenotipicas de Hemofilia A. Tomado de CDC i
Centers for Disease Control and Prevention- Hemophilia Homepage.
http://www.cdc.gov/ncbddd/hemophilia/champs.html

DIAGNOSTICO PARA MUTACIONES DEL GEN F8

SOUTHERN BLOT Y LONG DISTANCE PCR

El andlisis para la deteccion de las inversiones de los intrones 22 y 1 se realizaba
inicialmente mediante Southern Blot(Ononye & Jenkins, 1999; Rossetti et al., 2011).
La metodologia de Southern Blot radica en la digestion de ADN genomico de la
muestra de cada individuo, seguido de la separacién mediante electroforesis en geles

de agarosa. Con ello, es posible distinguir diferentes patrones de bandas por la accion
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de la enzima de restriccion Bcll y una sonda (900 bp Eco RI-Sac | fragment of plasmid
p462.6, ATCC #57203). Por cada alelo se obtenia tres bandas diferentes (ej. Alelo
normal sefial de 21.5, 16, y 14 kb, INV22 tipo | 20.0, 17.5 y 14.0 kb e INV22 tipo Il
20.0, 16.0, y 15.5 kb(Rossetti et al., 2011). Posteriormente, con la introduccion de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, siglas en inglés) y el desarrollo de DNA
polimerasas de alta procesividad, se desarrollaron metodologias como Long distance-
PCR (LD-PCR) para analizar las alteraciones en los intrones mencionados(Rossetti et
al., 2011; Rossetti et al., 2008b) por medio de cuatro primers diferentes, P y Q que
flanquean la region int22h y primers A y B flanqueando las dos regiones homologas
extragénicas. De acuerdo a las parejas de primers que amplificaban se obtenia un
producto de tamafio predecible. Esta metodologia fue ampliamente utilizada hasta el
afo 2008-2010. Sin embargo, la misma no permitia discriminar entre la INV22 tipo | y
tipo Il. Sin embargo, aunque en su momento fue un abordaje de gran interés para
reemplazar al Southern Blot, por ser menos laboriosa y de menor costo, la LD-PCR
presenta algunas limitaciones como la necesidad de amplificar grandes segmentos
(10-12 kb) de ADN vy utilizacion de DNA polimerasas de alta procesividad de mayor
costo (Rossetti et al., 2011).

En Argentina, Rossetti et al (Rossetti, Radic, Larripa, & De Brasi, 2005), desarrollaron
una metodologia alternativa para el andlisis de INV22 e INV1 llamada Inverse Shifting
PCR. El disefio de esta prueba se baso en la generacion de fragmentos de restriccion
por BCL1 (que permiten la identificacion de INV22 tipo | y Il) y la metodologia de
Inverse PCR, previamente disefiada por Ochman en 1988 (Ochman, Gerber, & Hartl,
1988) .

INVERSE SHIFTING PCR

La estrategia de Inverse ShiftingZ”CR (ISA2CR), consiste en la amplificacion
especifica diferencial de fragmentos de restriccion circularizados que presentan
cambios de secuencia asociados a determinados rearreglos genéticos, resultando en
productos de tamafio definidos y pequefios (Claudia Pamela Radic, 2010; C. P. Radic
et al., 2009b).
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Figura 7. Esquematizacion de Inverse Shifting PCR y resultado de alelo normal.
Diagrama ilustrativo de la reaccion de Inverse Shifting PCR. Panel superior muestra la
ubicacién de los sitios de corte con la enzima de restriccion BCL1, y la ubicaciéon de los
primers utilizados en la reaccion (ejemplo ID, IU, ED, 2U y 3U) a distancia en pares de bases
conocida con relacion al sitio de corte con la enzima. Panel inferior, muestra como ejemplo, la
circularizacién del fragmento de restriccion con T4 DNA ligasa que contiene la regién int22h-1
en el intrén 22 y la direccion de los primers que quedan ahora enfrentados al autoligar los
fragmentos, generando un producto de PCR de 487 pb en caso de que no se haya producido
rearreglo cromosémico. Tomado y modificado de (Rossetti et al., 2008b).

La obtencion de amplicones de distintos tamafios mediante la estrategia de ISACR,
se basa en la ubicacion diferencial de primers a corta distancia previamente conocida
de los sitios de restriccion (Bcll) en cada uno de los fragmentos de interés. De esta
manera, el tamafio molecular de cada amplicon es especifico para la alteracion
molecular en la muestra de cada individuo. Este abordaje evita la amplificacion directa
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de las secuencias int22h (9,5 kb) por LD-PCR. Ademas, permite detectar los patrones
tipo | y tipo Il de la Inv22 y estudiar la presencia de la Invl de manera simultanea
sobre el mismo sustrato obtenido (ADN gendmico fragmentado por Bcll y circularizado
por autoligacion) (Figura 7 y 8). Asi mismo, el estudio de estos fragmentos de
restriccion permite identificar todas las variantes gendmicas que involucran el int22h
(i.e., duplicaciones y deleciones) por medio de una prueba complementaria
desarrollada por los mismos autores (Claudia Pamela Radic, 2010; Rossetti et al.,

2011; Rossetti et al., 2008b) (Figura 9).
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Figura 8. Esquematizacién de Inverse Shifting PCR y resultado de inversién del
intron 22 tipo |. Diagrama ilustrativo de la reaccion de Inverse Shifting PCR cuando se ha
presentado un rearreglo entre las regiones homologas int22h-1 e int22h-3 Panel superior
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muestra la ubicacion de los sitios de corte con la enzima de restriccion BCL1, y la ubicacion
de los primers utilizados en la reaccion (ejemplo ID, 1U, ED, 2U y 3U) la distancia en pares de
bases conocida con relacion al sitio de corte con la enzima. Panel inferior, muestra la
circularizacién del fragmento de restriccion con T4 DNA ligasa que contiene INV22 tipo 1 la
direccion de los primers que quedan ahora enfrentados al autoligar los fragmentos, generando
un producto de PCR de 333 pb en caso de que se haya producido rearreglo cromosémico
INV22 tipo 1. Tomado y modificado de (Rossetti et al., 2008b).
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Figura 9. Esquematizacion del gen F8 y regiones normales (A, B) variantes de
recombinacion relacionadas a int22h (C-G). (A) Alelo normal variante h123 (de acuerdo
a orientacion de las secuencias Xg->Xtel del int22h1, h2 y h3); (B) Alelo normal variante h123
(polimorfismo inversién no deletérea h123/h132); (C)Inv22 tipo | asociado a HA a partir de
recombinacion entre hl y h3 de la variante h123 de la figura (A); (D) Inv22 tipo Il asociado a
HA a partir de recombinacion entre hly h2 de la variante h132 de la figura (B); (E) Del22 tipo |
asociada a HA a partir de recombinacién entre secuencias de igual orientacion int22hl y h3 de
variante h132 de la figura (B); (F) Del22 tipo Il asociado a HA a partir de recombinacion entre
int22h1 y h2 de variante h123 de la figura (A); (G) Ejemplo de una Dup22 no asociada a HA a
partir de recombinacion entre secuencias con misma orientacion int22hl y h2 de la variante
h123 (A).Tomado de (Claudia Pamela Radic, 2010).
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TAMIZAJE MUTACIONAL

Se han utilizado varios abordajes moleculares para la identificacién de mutaciones en
los exones y en uniones intron-exdbn en pacientes con Hemofilia A. Estas
metodologias consisten en un tamizaje genético para la identificacion de alteraciones
en la secuencia del ADN amplificado, tales como: SSCP (Single Strand
Conformational Polymorphism), analisis de heteroduplex en geles de gradiente
desnaturalizante  (DGGE-Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), CSGE
(Conformational Strand Gel Electrophoresis), DHPLC (Denaturing High Pressure
Liquid Chromatography), entre otros. El primer analisis de la secuencia del gen del
Factor VIII con estas metodologias se llevé a cabo en 1991 mediante DGGE. Este
abordaje mostr6 una tasa de deteccion del 90% de las muestras analizados (Higuchi,
Antonarakis, et al., 1991). La metodologias como DGGE y CSGE consumen mucho
tiempo y esfuerzo del investigador,requieren de electroforesis en geles
desnaturalizantes, presentan una tasa de deteccién de mutaciones que varia entre el
75% y 96% (Higuchi, Antonarakis, et al., 1991). Por otro lado, metodologias como
DHPLC requieren equipos costosos no disponibles en laboratorios de biologia

molecular de rutina.

HRM (HIGH RESOLUTION MELTING)

El HRM es un método de analisis post-PCR, disefiado para identificar la variacién en
secuencias de acidos nucleicos basado en las curvas de disociacion de las cadenas
de ADN de acuerdo a su composicion de nucleétidos, longitud, contenido de GC y/o
complementariedad de las hebras (Hill et al., 2010; Montgomery et al., 2007; Ririe et
al., 1997) utilizando equipos de PCR en Tiempo Real. Esta metodologia fue descrita
originalmente por Ririe y colaboradores en 1997, utilizando un fluorometro acoplado a
un equipo de PCR para identificar la variacion en productos amplificados a medida
gue se llevaba a cabo la disociacién de la doble hebra de ADN en presencia de un
compuesto fluorescente (SyberGreen)(Ririe et al., 1997). Una vez se lleva a cabo la
amplificacion por PCR, la fluorescencia disminuira a medida que se aumente la
temperatura y las dos hebras de ADN se disocian (High Resolution Melting)(S. Y. Lin

et al., 2008). La estabilidad térmica del producto de amplificaciébn radica en su
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composicion de nucleétidos. Ante la presencia de una mutacion, la estabilidad difiere
viéndose reflejado en cambios en la curva de disociacion (melting)(Montgomery et al.,
2007) (Figura 10).
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Figura 10. Curva de disociacién (melt) a alta temperatura en ADN de doble
cadena. La gréfica muestra las curvas de disociacion alineadas y la caida de la fluorescencia
a medida que la doble cadena se disocia en cadena sencilla. Curva en rojo, homocigoto para
guanina, curva verde homocigoto para adenina y curva azul heterocigoto A/G. Tomado de: A
Guide to High Resolution Melting (HRM) Analysis, Applied Biosystems.

La metodologia HRM ha sido ampliamente utilizada para el tamizaje e identificacion
de mutaciones en diversas enfermedades genéticas, como la enfermedad
granulomatosa cronica, distrofia muscular de Duchenne y Becker, defectos en la
Ornitina Transcarbamilasa, entre otros (Er & Chang, 2012; Hill et al., 2010;
Montgomery et al., 2007; Ririe et al., 1997). Esta metodologia presenta ventajas sobre
otras utilizadas previamente, permitiendo un andlisis rapido en tiempo real y con
costos muy por debajo de otras metodologias. La deteccion de alteraciones no es
dependiente de la composicion del buffer utilizado y no requiere la preparacion de

geles, convirtiéndose asi en una metodologia de facil utilizacion para la deteccion de
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cualquier mutacién(Er & Chang, 2012; Hill et al., 2010; Montgomery et al., 2007; Ririe
et al., 1997).

Una vez se realiza el analisis de los exones del gen mediante HRM, aquellos que
presenten un patrén anormal en la curva de disociacion son analizados mediante
secuenciacion Sanger, con la utilizacion de dideoxi-terminadores marcados con
diferentes fluoroforos y resueltos en electroforesis capilar en un analizador

genético(Sanger et al., 1977).

Los métodos de Secuenciacion de Nueva Generacion se han convertido en la
métodologia de eleccién para la rapida identificacién de las mutaciones existentes en
Hemofilia A en paises desarrollados. Sin embargo, debido a su alto costo, estas
tecnologias 0 no estan aun disponibles en paises como el nuestro, o si lo estan, los

costos de andlisis por muestra no son costo-efectivos.
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PROBLEMATICA

En paises desarrollados, debido a la disponibilidad de métodos de diagndstico de la
Hemofilia A como la secuenciacion de nueva generacion, permite la identificacion de
las alteraciones moleculares existentes en cada paciente. Sin embargo, en paises
como el nuestro estas tecnologias no estan disponibles, lo que implica el envio de las
muestras por fuera del pais para su analisis con costos que oscilan entre los
US$1500-2500 por muestra.

El alto costo que implica el analisis de cada paciente y el hecho de que no existe un
centro de referencia nacional para el diagndstico molecular de esta enfermedad,
generan la necesidad de desarrollar métodos diagndstico econdmicos, que permitan
identificar las mutaciones presentes en cada paciente. Esto con el fin de poder brindar
la asesoria genética apropiada, realizar correlacion genotipo-fenotipo, evaluar el
riesgo de desarrollo de inhibidores con base en la terapia empleada y el

asesoramiento genético en los casos que se requiera.

PREGUNTAS DE INVESTIGACION
A partir del abordaje molecular escalonado mediante el analisis de las inversiones del

intrén 1 e intron 22 por IS-PCR y el andlisis de HRM seguido de secuenciacion
Sanger, permitird la identificacion de la totalidad de mutaciones en el gen del Factor

VIII en pacientes con Hemofilia A?

Existe correlacion entre el tipo de variacion patogénica presente en cada paciente con
diversas variables clinicas tales como el desarrollo de inhibidores al Factor VIII o la
presencia de artropatia?
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OBJETIVO GENERAL

Implementar un abordaje molecular escalonado para la identificacion de mutaciones
en el gen del Factor VIl de la coagulacion y la correlacién del genotipo con diversas
variables clinicas en una muestra de pacientes con Hemofilia A residentes en la

ciudad de Bogot4, D.C. Colombia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar las inversiones de los intrones 22 y 1 del gen del Factor VIl de la coagulacién
por IS-PCR.

Identificar posibles variaciones en los exones del gen del Factor VIII mediante
resoluciéon de disociacion a alta temperatura (HRM-High Resolution melting) en
pacientes que no tengan inversion del intrén 1 o 22.

Secuenciar los exones que presenten anormalidad por HRM para identificar las
variaciones presentes en dichos exones.

Correlacionar los resultados del genotipo con variables clinicas y fenotipicas
incluyendo entre otras la severidad de la enfermedad y el desarrollo de resistencia al
Factor VIII.

Establecer la primera base de datos de variaciones del gen del Factor VIl en
pacientes colombianos y comparar los resultados con otras publicaciones regionales y

mundiales.
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METODOLOGIA

Tipo de estudio

Estudio descriptivo transversal de cohorte.

Muestra

Se analizaron 37 pacientes con diagnostico clinico confirmado de Hemofilia A
congénita que asisten a la consulta de hematologia de dos instituciones hospitalarias
en la ciudad de Bogota, las cuales cuentan con programa para el manejo integral de
pacientes con Hemofilia A (Fundacion HOMI Hospital de la Misericordia y Clinica
Colsubsidio). De estos 37 pacientes de sexo masculino, 33 eran no relacionados.
Ademas, se incluyeron 8 mujeres (6 madres y dos hermanas de pacientes) para
establecer su estado de portador.

Las muestras se tomaron previo consentimiento informado por parte de los pacientes
o de sus guardianes legales y previa aprobacion por los Comités de Etica de las
respectivas instituciones participantes. Todos los individuos contaban con
cuantificacion de la actividad plasmatica del FVIII mediante métodos coagulométricos
y de acuerdo a estos niveles se clasifico la severidad de la enfermedad (leve,
moderada o severa). Ademas, se tomaron en cuenta datos de la historia clinica como
compromiso articular, historia familiar de hemcofilia, presencia de inhibidores, entre

otros, para ser analizados.

- Criterios de Inclusién:
Pacientes de sexo masculino menores de 18 afios de edad con diagndstico de

Hemofilia A (HA) congénita.

- Criterios de Exclusion
Pacientes afectados con Hemofilia A adquirida, con Hemofilia B o con cualquier otro

trastorno de la coagulacion.
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Los arboles genealdgicos de los 37 pacientes incluidos en el estudio se encuentran en

el anexo 1.

Los datos demograficos y las caracteristicas clinicas de las 45 muestras analizadas se

encuentran en la Tabla 1.

Tabla 1. Datos clinicos y demogréficos individuos con HA.

HA-01 M Severo 8 <1.0 NO NO NO
HA-02 M Severo 10 0,4 NO Si Si
HA-03 M Severo 6 0,5 NO Si NO
HA-04 M Severo 5 0,3 NO NO NO
HA-05 M Severo 17 0,3 NO Si Si
HA-06 M Severo 3 0,7 SI NO NO Hijo HA-38
HA-07 M Severo 7 <1.0 SI NO Si Hijo HA-23
HA-08 M Severo 2 0,6 Si NO NO
HA-09 M Severo 5 0,7 Si NO Si
HA-10 M Moderado 14 2 NO NO NO
HA-11 M Severo 1 0,6 SI NO NO
HA-12 M Moderado 10 1,8 NO SI Sli
HA-13 M Severo 17 0,8 NO NO Sli
Hermano
HA-14 M Severo 18 0,8 SI SI Sli HA-15
Hermana

HA-15 F NP 11 93 NA SI NO HA-14
HA-16 M Severo 14 0,5 SI NO SI
HA-17 M Moderado 13 3 NO SI NO

Medio
HA-18 M Severo 0.5 0,4 NO Si NO hermano

HA-26
HA-19 M Severo 1 <1.0 NO SI NO
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Madre de
HA-39 F Portadora 23 SD NA NO NA HA-33
HA-40 M Moderado 10 3.0 NO NO NO
HA-41 M Severo 14 0,7 NO Si SlI
HA-42 M Severo 19 <1 Si NO SlI
HA-43 M Severo 11 0,7 NO NO Sl
Hermana
HA-44 F NP 13 85.7 NA NA NA HA-16, hija
HA-45
Madre HA-
HA-45 F Portadora 37 ND NA NA NA 16, HA-45

ND; sin datos, M; masculino, F; femenino, NP, no portadora. -, Inhibidores o historia de
inhibidores. * Artropatia o historia de artropatia,  Relaciones familiares entre los individuos
incluidos en el estudio.

Aislamiento de ADN

Se obtuvo ADN a partir de 200uL de sangre periférica por duplicado. La extraccion se
llevd a cabo a través de la utilizacion del kit QIAamp® DNA Mini and Blood Mini
Handbook siguiendo las especificaciones del fabricante. La cuantificacion del ADN se
llevd a cabo mediante espectrofotometria en un equipo Nanodrop 2000 y se evalu6 el
radio 260/280nm para determinar la pureza del material genético; el ADN se mantuvo

almacenado en tubos eppendorf de 1.5 ml a una temperatura de -20°C.

Analisis de las inversiones de los intrones 22y 1

El andlisis de las inversiones de los intrones 22 y 1 (INV22 e INV1) se realizd
mediante Inverse Shifting PCR (IS-PCR) descrita por Rossetti et al.(Rossetti et al.,
2008b) (Rossetti et al., 2008a). Los primers que se utilizaron para el andlisis de las

inversiones del intron 22 y el intrén 1 se encuentran en el anexo 2.
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Dos microgramos de ADN gendmico es tratado con 20 U de la enzima de restriccion
Bcl | (Thermo Fisher Scientific, Whaltham, Massachussetts) bajo condiciones
recomendadas por 4 horas en 50 pL de volumen final (TrisZHCI 10 mM pH 7,9, NacCl
50 mM, MgCI2 10 mM, DTT, ditiotreitol, 1 mM, BSA 0,1 mg/ml). EIl ADN sometido a
digestion fue purificado utilizando concentradores centricon 1000 (Amicon, Billerica,

Massachussetts) y recuperado en un volumen de 100 pL(Rossetti et al., 2008b).

La autodigacion se realizé durante toda la noche a 15°C, en un volumen total de 400
pl (alta dilucién), con 3 U de enzima T4 ADN Ligasa (Thermo Fisher Scientific,
Whaltham, Massachussetts); usando el buffer de ligacion provisto por el proveedor
(Rossetti et al., 2008a).

Los fragmentos Bcl | autodigados (circulos B) son purificados utilizando
concentradores centricon 1000 (Amicon, Billerica, Massachussetts) y recuperado en

un volumen de 100 pL.

El analisis de los circulos B se realizé en condiciones de PCR estandar, usando los
primers (ID, 1U, 2U y 3U) indicados en el anexo 2. El analisis por PCRZnultiplex fue
realizado con 6 pl del ADN eluido (circulos B) para la Inv22 y 3 L eluido para la Inv1,
en un volumen total de 25 pl, usando 0,5 U de GoTaq Flexi DNA (Promega
Corporation, Madison, Wisconsin), 0.6 uM de cada primer, 200 uM dNTP, 1.5 mM
MgCI2 para cada inversion. Los productos ISA2CR se analizaron por electroforesis en
gel de agarosa 2% Nusieve 3:1 agarose (Lonza, Walkerville, Maryland), en Buffer 1X

SO y tincidén con SyberSafe (Invitrogen, Carlsbad, California).

El programa de termociclador consta de un primer paso de desnaturalizacion por
94° C por 2 minutos seguido de treinta ciclos de 94 °C, 30 seg.; 56 °C, 1 min.; 72 °C,
1,5 min., y un paso de extension final por 5 min a 72 °C(Rossetti et al., 2008b).
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Prueba complementaria Int22h

La prueba complementaria INV22 mediante Inverse Shifting PCR (IS-PCR) descrita
por Rossetti et al.(Rossetti et al., 2008a, 2008b) permite la identificacion de deleciones
y duplicaciones asociadas a inth22. Los primers que se utilizan difieren en el uso de
un primer (cambio de ID por ED) comparado a los primers utilizados en el analisis de

la inversion del intrén 22, anexo 2.

El analisis de los circulos B se realizd6 en condiciones de PCR estandar usando los
primers (ED, 1U, 2U, y 3U) indicados en el anexo 2. El analisis por PCRZnultiplex fue
realizado con 6 pl del ADN eluido (circulos B) en un volumen total de 25 pul, usando
0,5 U de GoTaqg Flexi DNA (Promega Corporation, Madison, Wisconsin), 0.6 uM de
cada primer, 200 uM dNTP, 1.5 mM MgCI2. Los productos ISACR se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa 2% Nusieve 3:1 agarose (Lonza, Walkerville,
Maryland), en Buffer 1X SO y tincién con SyberSafe (Invitrogen, Carlsbad, California).

El programa del termociclador consta de un primer paso de desnaturalizacién por
94° C por 2 minutos seguido de treinta ciclos de 94 °C, 30 seg.; 56 °C, 1 min.; 72 °C,

1,5 min., y un paso de extension final por 5 min a 72 °C(Rossetti et al., 2008b).

High resolution melting analysis (HRM)

El analisis para HRM se realizé utilizando el kit Precision Melt Supermix (BioRad,
Hercules California) el cual fue analizado en un equipo 96 CFX BioRad real time
system. Los primers utilizados para el andlisis mediante HRM han sido descritos
previamente (S. Y. Lin et al., 2008) y se detallan en el anexo 3. Para el analisis HRM,
la totalidad de los exones del gen F8 fueron analizados en 52 reacciones de PCR-
HRM.

Se utilizaron 2 pL de ADN gendmico (12.5ng/ pL) para cada reaccion de PCR que
contiene 5 pL 2x Precision Melt Supermix, 2 uL mezcla de primers (10 pmol/uL de
cada uno), 1 uL de agua destilada. Después de un paso inicial de desnaturalizacion a
95°C por 2 min, 45 ciclos de 95 °C, 10 seg.; 53 °C, 30 seg. + plate read; 72 °C, 30
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seg. seguido de HRM 1 ciclo 95 °C, 30 seg.; 1 ciclo a 60 °C +, 1 min; 1 ciclo 65-95 °C
(10 seg/step, slope 0.2 °C /seqg) + plate read. El analisis de HRM se llevé a cabo en el
programa Precision Melt analysis software bajo parametros estandar de melting (melt

curve sensitivity set at 50, Tm difference threshold 0.2 degrees).
Amplificacién para secuencia

Aquellos fragmentos de amplificacion por HRM con un patrén de melting anormal,
fueron amplificados por PCR convencional en un termociclador C1000 BioRad thermal
cycler utilizando los mismos primers descritos para HRM, purificados y secuenciados
mediante metodologia Sanger. La reaccion de PCR se llevé a cabo en un volumen
total de 50uL, que contiene 10 uL buffer Taq polymerasa, 5 uL mix de primers (10
pmol/uL de cada uno), 4 uL dNTP (10 nM cada uno), 2 mM MgCI2, y 1.25 L de
GoTaqg DNA Polymerase (Promega Corporation, Madison, Wisconsin) y 5 uL de ADN
gendmico (12.5 ng/uL). Después del paso inicial de desnaturalizacion a 95 °C por 2
min, seguido de 35 ciclos de 95 °C, 10 seg.; 53 °C, 30 seg. 72 °C, 30 seg. y paso de
extension final de 5 min a 72 °C. Los productos de PCR fueron purificados utilizando
PureLink quick PCR purification kit (Invitrogen, Carlsbad, California), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Los fragmentos de PCR purificados fueron

cuantificados en el equipo Nanodrop 2000 system.
Secuencia con BigDye Terminators

Se utilizaron 5-10 ng de fragmentos de PCR purificados para llevar a cabo la
secuenciacion con el kit BigDye 3.1 terminator cycle sequencing kit (Applied
Biosystems). Los productos de secuencia, fueron purificados utlizando el kit
Xterminator (applied Biosystem) siguiendo las recomendaciones del fabricante y los
productos se resolvieron mediante electroforesis capilar en un equipo ABI 3500 en las
Instalaciones de SSIGMOL en el Instituto de Genética de la Universidad Nacional de
Colombia. Las reacciones de secuencia fueron verificadas para calidad mediante la
utilizacion del programa Sequencing Analysis V5.2 (Applied Biosystems) y para la

identificacion de variaciones se utilizd el porgrama SeqgScape V 5.4 (applied
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Biosystems) utilizando como secuencia de referencia NG_011403 (Homo sapiens
coagulation factor VIII (F8), RefSeqGene on chromosome X).

La nomenclatura de las variaciones encontradas fueron reportadas siguiendo las
recomendaciones del Human Genome Variation Society (HGVS)(den Dunnen &
Antonarakis, 2000, 2001; den Dunnen et al., 2016).

Adicionalmente, en algunas muestras en las cuales no se observé alteracion en el
patron HRM, se secuencio la totalidad de los exones del gen F8 utilizando los mismos
primers y condiciones de amplificacion que se utilizaron para el analisis HRM, con una
modificacién. Para aquellos exones que se fragmentaba la amplificacion por PCR de
cada exon debido a su tamafio (ver Anexo 3 de primers HRM), en esos casos, se
utilizé6 como primer Forward, el primer Forward del primer segmento del exén y como
primer reverso, el primer Reverse del segundo segmento del exén, para obtener la
amplificacion de todo el exén y secuencias intrénicas aledafias en una sola reaccion.
Como ejemplo, el exdn 4 requeria 2 amplificaciones por PCR para HRM denominadas
4.1 y 4.2 cada una con su primer forward y reverse. Para amplificar todo el exén 4 en
una sola reaccion, se utilizé entonces el primer 4.1 forward y el primer 4.2 reverse.
(Anexo 3)

El procesamiento posterior para la secuencia, fue el mismo que se mencioné

previamente.
Anélisis de microarreglos

El analisis de microarreglos se realiz6 con el chip CytoScan 750 microarray
(Affymetrix, Santa Clara, California) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
utilizé6 250 ng de ADN gendmico siguiendo las recomendaciones del fabricante. El
ADN gendmico fue sometido a digestion con Nspl a 37°C por 2 hr. Posteriormente fue
purificado y ligado a primers-adaptadores a 16°C por 3 hr, seguido de amplificacion
por PCR. El ADN amplificado, luego es sometido a segundo paso de purificacion y
posterior digestion con DNAse | a 37°C por 35 min. EI ADN digerido es biotinizado por
4 hr a 37°C, con posterior hibridacion al chip CytoScan 750K microarrays a 50°C por
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18 hr y lavado para remover aquel ADN sin hibridar. La lectura de las muestras se
llevé a a cabo en una consola AGCC y ChAS 3.1 (Chromosome Analysis Suite) de

Affymetrix.
Andlisis software de prediccidn- analisis funcional in silico

Se utilizaron varios software para la prediccion funcional de las variantes identificadas
para determinar su patogenicidad. Se incluyeron los programas POLYPHEN-2,
PROVEAN, Mutation Taster and PhD-SNP (Adzhubei et al., 2010; Capriotti,
Calabrese, & Casadio, 2006; Choi, Sims, Murphy, Miller, & Chan, 2012; Schwarz,
Cooper, Schuelke, & Seelow, 2014).

ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar la frecuencia de las variaciones moleculares detectadas en la cohorte
de 37 pacientes se sexo masculino analizados, se tomaron en cuenta solamente
individuos no relacionados. Por esta razon, para el andlisis de la variacion detectada
en los pacientes HA-18 y HA-26 (medio hermanos maternos); HA-20 y HA-21
(hermanos); HA-29, HA-34 y HA-30 (hermanos los dos primeros y tio materno), solo
se consider6é una sola vez la variacion detectada para el calculo de frecuencia. Por
consiguiente, el nimero de pacientes de sexo masculino no relacionados es de 33

pacientes.

De la misma manera, se analizaron 8 mujeres (6 madres de pacientes y dos
hermanas de dos pacientes diferentes), siendo consideradas como portadoras o

posibles portadoras de la alteracion.

El Analisis estadistico para evaluar la asociacion de las variaciones moleculares
detectadas en los pacientes con diversos aspectos clinicos observados, tales como el
desarrollo de inhibidores e historia de artropatia se llevd a cabo mediante el test
exacto de Fisher. Se establecié un valor p <0.05 como significancia estadistica, anexo
4.
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RESULTADOS
Inversion intron 22y 1 por IS-PCR

Se analizaron un total de 45 muestras, 37 pacientes masculinos con diagndstico de
HA (dentro de los cuales se incluyen dos parejas de hermanos y una pareja de
hermanos y un tio, por lo que el nimero de pacientes no relacionados es de 33) y 8

mujeres posiblemente portadoras (6 madres y dos hermanas) (Tabla 1).

Para fines de andlisis estadistico de las variaciones moleculares detectadas, se
analizarén sobre el niumero de pacientes no relacionados afectados. De la misma
manera, en el analisis de las frecuencias de variaciones detectadas, no se incluiran

las madres de los pacientes para no generar redundancia en los resultados.

La inversion del intrén 22 (INV22) fue identificada por Inverse shifting PCR (IS-PCR)
en 14 de 33 pacientes no relacionados (42.4%) (Figura 11). Adicionalmente se

identificaron dos madres heterocigotas para la INV22.

Diez muestras fueron positivas para la INV22 tipo | (71.4%) y 4 para la INV22 tipo Il
(28.6%).

Tres de 33 muestras (9.09%) fueron positivas para la Inversion del intrén 1 (INV1).
Adicionalmente se identific6 una madre heterocigota para la INV1(Figura 11).

Dos hermanas de pacientes no son portadoras de la mutacién identificada en sus
hermanos afectados, uno con INV22 y otro con INV1 (HA-15 y HA-45).

Por consiguiente, la INV22 e INV1 fueron identificadas en 17 de 33 pacientes con HA
(51.5%).
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Figura 11. Inverse shifting-PCR. Panel izquierdo. Electroforesis en gel de Agarosa
Nusive al 2% para Inv22. Carril 1 y 6 marcador de peso molecular de 100pb. Carril 2y 5 Inv22
Tipo | (333pb). Mujer portadora de Inv22 Tipo | carril 4. Carril 7 Inv22 Tipo Il (385pb). Carril 3y
8 negativos para Inv22 (487pb). Panel derecho. Electroforesis en gel de Agarosa Nusive al
2% para Invl. Marcador de peso molecular de 50 pb carril 1 y 11. Carril 2, 4, 9 positivos para
Invl, mujer portadora carril 10. Carril 3, 5, 6, 7, 8 negativos para Inv1.

Prueba complementaria Int22h

Todas las muestras que presentaron INV22 fueron analizadas para identificar posibles
deleciones o duplicaciones asociadas int22h por medio de la prueba complementaria
mediante Inverse Shifting PCR (IS-PCR) descrita por Rossetti et al.(Rossetti et al.,
2008a, 2008b). Se analizaron las 16/37 muestras de varones con HA positivos para

INV22 y las dos madres heterocigotas para INV22.

No se identificé la presencia de deleciones o duplicaciones asociadas a la int22h en

esta cohorte (Figura 12).
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Figura 12. Prueba complementaria Int22h. Electroforesis en gel de Agarosa Nusive al
2% para Prueba complementaria INV22. Carril 1, 9, 16 y 22 marcador de peso molecular de
100pb. Carril 2, 3, 4, 5, 7, 10, 11, 12, 13, 15, 17 y 18 INV22 tipo | sin delecién 22. Carril 6, 8,
14 y 19 INV22 Tipo Il sin delecion 22. Carril 15 portadora INV22 tipo | y carril 20 portadora
INV22 tipo Il.

Analisis de HRM

Se realizé analisis de HRM a las muestras negativas para la INV22 e INV1. Este
analisis incluyé tanto a madres de pacientes, como a pacientes con hermanos
afectados (21 de 43 muestras, 48.8%) (Figura 13). No se observé amplificacion en
tres muestras (HA-07, HA-11, HA-13) en uno o mas exones del gen F8. La muestra
(HA-07) present6é ausencia de amplificacion del exdén 1 al 14. Para verificar éste
resultado, se realiz6 otra reaccion de amplificacion con diferente aislamiento de ADN
observandose el mismo resultado. En la madre del individuo HA-07 (HA-23), se
observé amplificacion de todos los exdénes del gen F8, como es de esperarse dado a
su estado de heterocigosidad (presencia de un alelo normal y un segundo alelo con la
delecién). La muestra HA-13 no amplificé en dos ocasiones distintas para el exén 13.
En la muestra HA-11 no amplifico el exén 26. En todos los casos, se descartd la
posibilidad de pobre calidad del ADN como causa de falla de amplificacion por PCR,
ya que otros exones fueron amplificados simultaneamente de manera satisfactoria.
Ademas, los controles utilizados mostraron los amplificados de PCR esperados. De
esta forma, 3 de 43 muestras (7%) presentaron ausencia de amplificacibn en uno o
mas exones lo que indica la existencia de grandes deleciones. Las tres muestras
(HA-07, HA-11 y HA-13) al igual que la muestra de la madre de HA-07 (HA-23), fueron
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analizadas posteriormente por la plataforma microarray CytoScan750 para confirmar

la presencia de las deleciones (Affymetrix, Santa Clara, California) (Figura 14).

Las 17 muestras restantes presentaron diferencias en las curvas melting en el analisis
HRM con un promedio de 3 a 4 fragmentos por muestra (Figura 13). Estos
fragmentos fueron sometidos a secuenciacion para establecer la presencia de

variantes en cada una de las muestras.
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Figura 13. Anadlisis de HRM (High Resolution Melting Analysis). Las figuras de la
izquierda muestras las Curvas melting para algunos exones analizados (exones 1.1, 3y 4.1).
En el eje de la X se encuentra la temperatura y en el je de la Y, las Unidades de Fluorescencia
Relativa normalizadas (RFU). Se observa para cada segmento del gen presenta una curva
melting con temperatura de disociacién (Tm) distinta. Las curvas de la derecha, muestran en
el eje de la X, la temperatura y en el eje de la Y, las diferencias en unidades relativas de
fluorescencia. Asi mismo, para algunas muestras se aprecian diferencias en la temperatura de
disociacién (Tm), ejemplo imagen derecha superior, linea en color azul, la cual presenta un
patron de disociacion diferente a otras muestras. Ese resultado sugiere diferencias
moleculares, etiquetando a dicha muestra para analisis por secuencia.
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Secuenciacién de ADN

Se llevd a cabo la secuenciacion Sanger en aquellos fragmentos que mostraron
diferentes curvas melting en el andalisis de HRM. Se realizd la secuencia en los
fragmentos de las 17 muestras que mostraron un patron anormal en HRM

(excluyendo las 3 muestras que mostraron delecién y la madre del paciente HA-07).

Inicialmente, se identificaron variantes patogénicas en 9 de 13 pacientes analizados
por HRM (Tabla 2). La Figura 14 ilustra algunas de las variaciones detectadas por
secuencia en las muestras analizadas. Los electroferogramas resaltan la ubicacion de

las variaciones con relacion a la secuencia de referencia.

Como se menciond previamente, este analisis incluyo tanto a madres de pacientes,
como a casos en donde existian hermanos afectados. La muestra HA-39, madre del
paciente HA-33, mostré una delecion patogénica de 2 pb en el exdn 2 del gen F8 en
estado de heterocigosidad. La muestra del paciente no mostr6 anormalidad en la
curva melting en dicho exdn. Ante este resultado, se procedié a analizar por secuencia
el exén 2 en la muestra del paciente (HA-33), identificando la misma delecion de 2 pb.
Este resultado, representa un falso negativo para la detecciéon por HRM en esta

muestra.

Se identificaron variantes tipo missense en 7 pacientes (21.2%) muestras, variante
tipo nonsense en dos pacientes (6%) y dos pequefias deleciones (de 2 y 4
nucleétidos) que alteran el marco de lectura (6%). La gran mayoria de las mutaciones
identificadas en este estudio se encuentran en los primeros dominios de la proteina
(Figura 15).

En 4 pacientes (HA-03, HA-05, HA-35, HA-36) en los cuales no se detectd variacion
patogénica después de secuenciar los fragmentos que el analisis de HRM indicaba
como posibles sitios de ubicacion de las variantes patogénicas, se procedid a
secuenciar la totalidad de la region codificante del gen con excepcion del exén 14 con
los recursos disponibles. Este analisis permiti6 la identificacibn de 2 variantes

patogénicas adicionales en los pacientes HA-35 y HA-36 (Tabla 2) para un total de
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11/33 (33.3%) pacientes no relacionados con variaciones patogénicas detectadas por

secuencia.

Ademas, se identificé un polimorfismo presente grupo familiar (HA-20, 21, 22) y en
tres individuos no relacionados (HA-24, 32 y 40) mediante analisis de PCR-HRM vy
secuenciacion. El cambio ¢.1356T>G, p.S1288S es una variante sinénima (no genera
cambio sobre la secuencia de aminodcidos en la proteina). Esta variante esta

reportada en la base de datos EXAC con una frecuencia alélica de 0.13 (0.05-0.5).

Tabla 2. Variantes genéticas identificadas en individuos con HA de Colombia.

o s | S | e [ o

HA- 1

07 | Delexénl 14 Gran delecion | 14 | <1 | Severo Si
HA- Modera

10 c.157 C>T p.V653M Missense 13 2 do Si
HA-

11 Del exon 26 Gran delecion 26 | 0,6 | Severo Si
HA-

13 Del exon 13 Gran delecion 13 | 0,8 | Severo Si
HA- Modera

17 €.1292 T>C p.L431S Missense 9 3 do Si
HA-
18,2

6 c.274 G>T p.G92C Missense 3 0,4 | Severo Si
HA-
20,2

1* €.5666 A>G p.Q1889R Missense 17 | 12 Leve No
HA-

24 €.5953 C>T p.R1985* Nonsense 18 | 0,5 | Severo Si
HA- Modera

32 €.2095 A>G p.M699V Missense 13 | 3,7 do Si

Pequeia

HA- | c.207_208delG | p.F207Lfs* | delecion/Frame

33* T 12 shift 2 0,7 | Severo Si
HA-

35 €.399T>A p.Y133* Nonsense 4 0,5 | Severo No
HA- [c.209 212delTT Pequeia

36 |GT p.F70* | delecion/Frame | 2 | 0,4 | Severo Si
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shift
HA-
37 €.262 A>G p.M88V Missense 2 | 0,2 | Severo No
HA- Modera
40 €.1892 A>G p.N631S Missense 12 3 do Si

*variante patogénica identificada adicionalmente en la madre de cada paciente en estado
heterocigoto.
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B)

Index
eference
eference-ad

Rl

GCTAMLGCCAAGGCCACCCTGGATGGGTLCTG

CTAGOTCCTACCATCCAGGCTGAGGT
A K P R P P 1) i = L G P T I 1] A E

251 261 271 281 291

w Hi-18

He-18-P3-RC04

w Hi-Z6

Hé-26-P3-RD04

TCGTSKCRTCTRCT T TCCTACCATCCAGG.

C)
Tndex 18l 191 201 211 221
eference AACACCTCAGTCGTGTAC AMABAGACTC TG TI TG TAGALATTCACGGAT
eference-al i T 3 ki ki T E K T F v E F T L

w Ha-33

H&33-2R

HA33-2F

TGTACALLAAGACTCT TR GTAGLATTCACGG
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D)
HT Wariants 0 | e e e e e e e e e e e e e e e e e B e e e e e e e e e
Trndex 5931 5941 5851 5961 5971
Feference ATTTCAGTGGACALTGTGTTCACTGTA AAAAAAAGAGGAGTATAAAE
Feference-4d H F 3 & H Ki F T ki I K K E E ¥ K
e = T e | T
CLTGTGTTCACTGT & GGLGT

Ha24-18F

Ha24-18R
E)

Index 1931 1941 1351 1361 1371
Feference GTTTGLCAGTTGTCAGTTTGTTTGCATGA GECATACTGGTACATTCTA,
Reference—id

w Hi-10

Ha-10-F13.1FHOY
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Figura 14. Secuenciacion Sanger en individuos colombianos con HA. A) HA-20,
HA-21, c.5666A>G (p.Q1889R), exdn 17, HA-22 madre portadora, c.5666A>R (p.Q1889Q,R).
B) Medios hermanos HA-18, HA-26, exén 3, ¢.274G>T (p.G92C). C) HA-33, mutacion
frameshift en exén 2, c.207-208delGT (p.F207Lfs12*). D) HA-24, exon 18. c¢.5953C>T
(p.R1985*) mutacién nonsense. E) HA-10, exdn 13, ¢.1957C>T (p.V653M). F) HA-37, ex6n 2,
€.262 A>G (p.M88V).

La mayoria de las variantes identificadas en este estudio han sido reportadas
previamente en la literatura, con excepcion de las variantes ¢.5666A>G p.Q1889R
presente en dos individuos masculinos y su madre heterocigota (HA-20, 21, 22)
responsable de un fenotipo leve, la variante c.262 A>G p.M88V y ¢.5953C>T
p.R1985* identificadas en dos individuos con HA severa (Figura 14, Tabla 2).

HA Severa
R —— T TR TR —
| DelExon 13 |

11111 ? p———

A Missense

HA Moderada
HA Leve ® Nonsense
@ Frameshift

Figura 15. Distribucion de variantes patogénicas dentro de la proteina FVIII en
pacientes colombianos. La parte superior de la figura muestra las variantes patogénicas
encontradas en pacientes con HA severa, mientras que en la mitad inferior se encuentran
aquellas halladas en HA leve y moderada. Se aprecia como gran mayoria de las mutaciones
encontradas en este estudio se encuentran en los primeros dominios de la proteina, dominio
Aly A2 (exones 2, 3, 4,9y 13).
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Anélisis de microarreglos (Microarrays).

Para confirmar las grandes deleciones identificadas por amplificacion PCR-HRM, se
llevd a cabo el andlisis de microarreglos en las 3 muestras que mostraron ausencia de
amplificacion en uno o varios exones en el analisis de HRM y en la muestra de la
madre de HA-07 utilizando la plataforma CytoScan 750k microarray (Affymetrix, Santa
Clara, California). Se identificé en el paciente HA-07 y en la muestra de la madre (HA-
23) la presencia de una gran delecion que involucra del exon 1 al 14, con un total de
223,573 bp (arr[hgl9]Xg28 (154153703-154377276)x0) que compromete a 5 genes
F8, FUNDC2, MTCP1NB, MTCP1 y BRCC3. La madre presenta la misma delecién en
estado heterocigoto (arr[hgl9] Xq28 (154153703-154377276)x1) (Figura 16). El
individuo HA-13 presenta una delecion de 17,979 bp que involucra parte del intrén 12,
exon 13 e intrén 13 (arr[hgl9 Xg28 (154163600-154181579)x0). En el individuo HA-11
no se identificd delecion por el andlisis de microarreglos, incluso cuando se disminuyo
el filtro al tamafio de 1 kb. Haciendo un andlisis detallado de la region del exén 26 se
evidencié que hay un bajo numero de sondas incluidas en el chip CytoScan 750k
array cubriendo esta regioén. Por ende, es de esperarse la ausencia de deteccion de
deleciones en esta region mediante el andlsis de mircroarreglos (Figura 16). Para
esta muestra (HA-11), se llevo a cabo una electroforesis en gel de agarosa con base
en la amplificacion del exén 26 del gen F8 para confirmar la ausencia de amplificacion
(Figura 17).

A)
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Figura 16. Andlisis de microarreglos CytoScan 750 (Affymetrix). A) Sefial inferior
indicando HA-07 (individuo con HA) con una gran delecion del exén 1 al exén 14 que
compromete un total de 223,573 pb (arr[hgl9] Xq28 (154153703-154377276)x0) e involucra
5 genes F8, FUNDC2, MTCP1NB, MTCP1 y BRCC3. Sefial superior, HA-23 madre de HA-07,
presenta la misma delecion en estado heterocigoto (arr[hgl9] Xqg28 ( 154153703-
154377276)x1). B) Individuo HA-13 con una delecion de 17,979 bp que involucra parte del
Int12, ex6nl3 e Int13 (arr[hgl9] Xg28 (154163600-154181579)x0). C) Individuo HA-11 con
delecién del exdn 26 detectado por HRM. Sin embargo, el andlisis de microarreglos no
identifico la delecion debido a la ausencia de marcadores en la region del exon 26 (flecha).
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Primer 26.1 aadaie Primer 26.2

HA-36 HA-11 HA-40 CN HA-36 HA-11 HA-40 CN

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa para exén 26 en muestras de
pacientes con HA. Ausencia de amplificacion para el exén 26 (segmentos 26.1 y 26.2) para
HA-11. HA-26 y HA-40 muestran amplificacion de fragmentos tal como se espera con base en
el disefio de primers. Carriles 1 y 6, 50 bp ladder alélico. Carril 11, 100bp ladder alélico.
Carriles 5 y 10 control negativo. Presencia de dimeros de primer tanto en el CN como en la
muestra HA-11 para el segmento de amplificacién con los primers 26.2F y R.

Andlisis funcional in silico

Se llevd a cabo el analisis de prediccion para establecer la patogenicidad de las
variantes tipo missense identificadas en este estudio que no habian sido reportadas
previamente en las bases de datos para mutaciones en Hemofilia A (Hemophilia A
Mutation Database, Hemobase, CHAMP-CDC). La Tabla 3 resume los resultados
obtenidos en cuatro software de prediccion: Polyphen-2, Provean, Mutation Taster y
PhD-SNP.
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Tabla 3. Analisis de prediccion para variantes missense nuevas identificadas en
individuos con HA en Colombia

Probably

damaging Disease

HA-37 | c.262A>G p.M88V Severo | score 1.0 | Neutral | causing |Disease

Possibly

damaging Disease

HA-20,21 | c.5666A>G | p.Q1889R Leve |score 0.798 | Neutral | causing | Neutral

A Mutaciones no reportadas en bases de datos de Hemofilia A CHAMP CDC, Hemobase,
Factor VIII Variant Database

Correlacion genotipo-fenotipo

Veinte de 33 pacientes no relacionados presentaron INV22, INV1 o gran delecion
(60.6%). Diecinueve de estos 20 pacientes (95%) tienen un fenotipo severo (actividad
plasméatica de FVIII menor del 1%). Un individuo (HA-12) tiene FVIII:C de 1.8% vy
presenta la INV22. (Tabla 1).

Once pacientes presentaron variaciones puntuales o pequefas deleciones. De estos
11 pacientes, siete presentan un fenotipo severo. Uno de ellos (HA-33) presenta una
pequefia delecién de dos nucleétidos que conlleva a una alteracién en el marco de
lectura y un codon de parada corriente abajo ¢.207-208delGT, p.F207Lfs12*, también
identificada en la madre en estado heterocigoto (HA-39). Otro paciente, HA-36
presenta una delecion de 4 nucleotidos ¢.209-212delTTGT, p.F70*. Dos pacientes
(HA-24 y HA-35) presentan variacion patogénica tipo nonsense ¢.5953C>T, p.R1985*
y €.399T>A, p.Y133*. Los otros dos individuos de fenotipo severo son medio

hermanos por parte materna (HA-18 y HA-26) con una variante missense c.274G>T,
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p.G92C. Las 5 muestras restantes con mutaciones missense presentan un fenotipo
moderado o leve (Tabla 2). Por lo tanto, el fenotipo severo estuvo principalmente
asociado a la INV22, INV1, gran delecion, pequefia delecidon y mutaciones puntuales
tipo nonsense. Las mutaciones tipo missense se asociaron principalmente a un

fenotipo leve y moderado.
Quince de los 33 pacientes no relacionados (45.4%) tienen historia familiar de HA.

Once de los 33 (33.3%) presentan historia de inhibidores. De ellos, 7 tienen INV22,

uno presenta INV1, 2 presentan gran delecion y uno con una mutacién missense.

Todos los pacientes con historia de inhibidores presentan un fenotipo severo. Nueve
de 11 recibieron FVIII recombinante en los primeros dias de exposicion, y 2 recibieron
FVIII derivado plasmatico. Solo un individuo de 11 tiene historia familiar de inhibidores.
Ocho pacientes tienen anticuerpos inhibidores de titulos altos y tres con titulos bajos
de inhibidor.

No se observo asociacion estadisticamente significativa entre una variante genética
particular y la presencia de inhibidores. Se evalué si la presencia de INV22 estaria
asociada al desarrollo de inhibidores. La INV22 fue identificada en 7 de 11 individuos
con historia positiva para inhibidores (63.3%) contra 9 de 24 casos (37.5%) de

individuos sin historia de i7lmhibidores (Fi she

Nueve de 16 individuos (56%) con INV22 presentaron artropatia comparado a 6 de 19
315%) sin I NV22 (FiOGlB)amexogl. exact test p
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DISCUSION

Se implementé un abordaje molecular escalonado costo-efectivo que consiste en la
realizacion de IS-PCR (C. P. Radic et al., 2009a; Rossetti et al., 2011; Rossetti et al.,
2005, 2008a) para la identificacion de INV22 e INV1, seguido de un tamizaje
molecular por HRM de los 26 exones del gen (en 52 reacciones de PCR) y posterior
secuenciacion en aquellas regiones que posiblemente albergaban la variante

patogénica identificados por HRM.

Se analizaron un total de 37 individuos con HA (33 no relacionados) y 8 mujeres (seis
madres y dos hermanas). Las dos hermanas resultaron ser no portadoras de la
variante identificada en sus hermanos afectados y todas las madres resultaron ser

heterocigotas para la variante patogénica identificada en sus hijos afectados.

Con este abordaje, hemos logrado identificar, por primera vez en Colombia, la variante
patogénica responsable de Hemofilia A en 31 de 33 pacientes no relacionados con HA
(94%) ademas de determinar el estado de portadoras en las madres de los pacientes.

La reaccion I1S-PCR para la deteccion de las inversiones en el intron 22 y 1, es
altamente efectiva y de facil realizacibn para detectar estar alteraciones. Las
frecuencias de las variantes patogénicas encontradas en este estudio son similares a
las reportadas en otras poblaciones, incluyendo algunos estudios latinoamericanos.
En Argentina, reportan un 41% para la INV22 (De Brasi, Candela et al. 2000) y 39%
(Rossetti et al., 2004). Resultados similares se observaron en Venezuela en individuos
con HA severa (Albanez, Ruiz-Saez, Boadas, de Bosch, & Porco, 2011). En México, la
frecuencia reportada de INV22 fue de 45% (Mantilla-Capacho et al., 2007). En Costa
Rica, la INV22 estuvo presente en 21/34 individuos (61.7%), mientras que no se
identifica la INV1 (Salazar-Sanchez et al., 2010). El Unico estudio previo en Colombia
encontré una frecuencia de INV22 en 40% de pacientes y la INV1 en 10%(Garces,
2012). Por otro lado, en nuestro estudio se observé una mayor frecuencia de INV1
(9.09%%) en individuos con HA severa, comparado con reportes de Meéxico y

Venezuela de 0% y 1.6% en Argentina. Aun no es posible afirmar que la INV1 sea
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mas frecuente en nuestra poblacién, ya que seria necesario ampliar la muestra de
pacientes para determinar con mayor precision si esta frecuencia mas alta, se
sostiene o0 no.

El analisis HRM es una metodologia de tamizaje molecular post-PCR féacil, rapido y
costo-efectivo por lo que en los ultimos afios se ha convertido en el método de
eleccidén sobre metodologias previas de tamizaje molecular (Laurie, Smith, & George,
2007; S.-Y. Lin et al., 2008). El analisis de HRM bajo parametros estandar de melting
(melt curve sensitivity set at 50, Tm difference threshold 0.2 degrees), permitidé la
identificacion de variantes a través de secuenciacion de &cidos nucléicos en 9 de 13
pacientes. El analisis de HRM fue positivo, en promedio, en 3 de 52 fragmentos por
muestra. En cuatro pacientes, no fue posible identificar la variante patogénica por
HRM vy secuenciacion. Este resultado puede deberse, a falsos negativos en la
reaccion de HRM o que la variante responsable de la condicion esté por fuera de las
regiones comprendidas en el andlisis de HRM implementado (regiébn promotora,
region 3'"UTR, regiones intronicas profundas). El analisis HRM se basa en las curvas
melting (curvas de disociacion) que difieren, por un lado, en las distintas temperaturas
de melting (Tm) de los amplicones y por otro lado, en las diferencias en la curva
debido a estados de heterocigosidad u homocigosidad (Ririe et al., 1997). Debido a
gue los amplicones obtenidos fueron de individuos masculinos, y el gen en cuestion se
encuentra en el cromosoma X, sélo es posible analizar las diferencias en la curva de
temperatura melting (disociacion), por ser una entidad ligada al cromosoma X. Por
ende, las diferencias del estado de hetero u homocigosidad no pueden ser evaluadas
en Hemofilia A, excepto para las madres incluidas en el estudio.

Soélo existen dos estudios previos donde implementan la metodologia de HRM como
prueba de tamizaje molecular en HA. Un estudio realizado por Lin et al. (S. Y. Lin et
al., 2008) utilizo HRM para evaluar la aplicacion clinica de esta metodologia en HA.
Analizaron 43 muestras que comprendian mujeres portadoras e individuos afectados.
Estas muestras fueron analizadas mediante dHPLC y solo algunas fueron analizadas
con HRM. Los hallazgos de dHPLC fueron considerados como Gold Standard, de tal
manera, para las portadoras se identifico en el 100% de los casos la variante,

mientras que para los pacientes, mediante HRM, se identifico la variante en 25/28
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pacientes (90%) y no se detectd alteracion en 3/28 (10%). Los autores indicaron como
posible causa de la ausencia de deteccion en el 10% de los pacientes, que el analisis
HRM no detecta algunas variaciones en estado hemicigoto, como es el caso de
varones con HA, mientras que las variaciones son detectadas en las curvas melting
cuando la muestra es heterocigota e indican que una posible solucion seria mezclar el
ADN de cada pacientes con un control para detectar las alteraciones en
Ahet erocigosi dado. El d H PADG! witd ¢ygeuconeet ADN dne
estudio para hacer el analisis en heteroduplex. Aunque esto no es necesario para el
caso de HRM ya que logra identificar alteracion en estado hemicigoto, proponen que
al realizar un andlisis en heteroduplex podria mejorar la sensibilidad del estudio en
hemicigotos. Sin embargo, en otro estudio realizado por Laurie et al. (Laurie et al.,
2007) en el cual se utilizd la mezcla de ADN de un control con cada muestra de
pacientes cuya variante patogénica ya era conocida, la prueba de HRM-PCR fall6 en
identificar la regidn que albergaba la variante patogénica en 2 de 20 individuos (10%)
analizados. Con relacion a estos reportes, es importante indicar que la variante
presente en el individuo HA-33 (una delecion de 2 pb en exdn 2) en el presente
estudio fue identificada debido al hallazgo de un patron anormal de melting en el exén
2 en la muestra de la madre (HA-39) durante el analisis de HRM. La muestra del
paciente no mostrd un patron anormal de HRM en el andlisis de este fragmento (Falso

negativo) (Figura 18).

En la Figura 18 se observa el analisis HRM para el exén 2 en varias muestras. Las
diferentes curvas resaltadas en dicho analisis corresponden a muestras en las cuales
presentaban una curva melting diferente y la identificacion positiva de variantes
patogénicas en dicho exén (HA-37, HA-39), mientras que para la muestra HA-33

mostré un patron HRM similar a la mayoria de muestras sin variacion en este.
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Figura 18. Analisis de HRM muestras HA-33, HA-37 HA-39. A) Andlisis de HRM
muestra HA-33. Curva melting con Tm dentro de lo esperado para el exén 2 (flecha morada).
B) Andlisis de HRM muestra HA-39 (madre de HA-33). Curva melting con Tm diferente al
esperado para exon 2. El caso HA-33 presenta una variante tipo frameshift en exén 2, ¢.207-
208delGT, p.F207Lfs12*, al igual que su madre (HA-39) en estado heterocigoto. C) Analisis de
HRM muestra HA-37. Curva melting con Tm diferente al esperado para el exén 2. Esta
muestra presenta una mutacion tipo missense en exon 2, ¢.262A>G, p.M88V.

Por otro lado, el resultado negativo en 4 pacientes después de realizar HRM y

secuenciacion, planteaba, o que las variantes patogénicas en dichas muestras no
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estuviese albergada en las regiones analizadas, o posibles fallas (falsos negativos) en
la metodologia HRM implementada. Se procedi6 a secuenciar la totalidad de la region
codificante del gen, junto con las regiones intronicas aledafas, con excepcion del
exon 14 del gen, y se detectd la variante patogénica en dos de las 4 muestras (HA-
35, HA-36).

No es claro el porqué la reaccion HRM fall6 en detectar la variante patogénica en
estas muestras, ya que los amplicones para los exones del gen donde se albergan las
variaciones detectadas, tenian un tamafio en pares de bases dentro de lo
recomendado para este tipo de andlisis (entre 100 a 300 pares de bases), que para
HA-35, exdn 4 el cual se analiz6 en dos segmentos separados, tenian 200 y 209 pb
cada uno, y para HA-36, exon 2 un amplicon de 211pb. Podria plantearse que en la
fragmentacion de algunos de los exones del gen para que el amplicon cumpliera con
los requerimientos del tamafio recomendado, la variacion quedara ubicada en el sitio
de unién de los primers o cercano a ellos. Sin embargo, las variaciones detectadas en
las muestras HA-35 y HA-36 se encontraban aproximadamente en el medio del
fragmento amplificado por lo cual este factor tampoco incidiria en estos falsos

negativos (Figura 19).

No se tiene una explicacion para los falsos negativos analizados en el presente
trabajo, pero como se indicé previamente, otros estudios en los cuales se utilizé la

misma metodologia, también presentaron falsos negativos en la deteccién.

Exon 4 con regiones intrdnicas

(4.1F )—AGGACAATTTTATFTCTTCCTG CTATAGGAGCTGAATA.GAT

GATCAGACCAGTCAAAGGGAGAAAGAAG GCCATACATATGTCTGGCA
GGTCCTGAAAGAGAATGGTCCAATGGCCTCTGACCCA CATGTGGAC
CTGGTAAAAGACTTGAATTCAGGCCTCATTGGAGCCCTACTAGTATGTAGAGAAGG TAAGTGTATGAAAGC
o AR 2R )4GAAGTACKA

Figura 19. Secuencia del exdn 4 con secuencias intronicas adyacentes. Resaltado
en color morado y verde secuencia de los primers utilizados para amplificar el exdén 4 en dos
segmentos separados, 4.1 y 4.2 respectivamente; en amarillo secuencias aceptor y donador
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de splicing; en gris se resalta la secuencia codificante y en rojo esta sefialado la variacion
€.399T>A, p.Y133*. Se observa como la variacion detectada no se encuentra en region de
union de los primers utilizados para la amplificacién fragmentada del exon 4.

El analisis de microarreglos se llevé a cabo en todos los individuos que presentaron
ausencia de amplificacion por duplicado en el analisis de HRM en uno 0 mas exones
(Figura 16). La razon por la que se eligi6 ésta metodologia sobre la de MLPA
(Multiple Ligation Primer Amplification) se debe a que el microarreglo permite, por un
lado, delimitar con exactitud la region comprometida en la delecion y por otro, la
deteccion de otras regiones involucradas. Ademas, el andlisis de MLPA para el FVIII
hubiera identificado lo que ya se habia detectado por la amplificacion de HRM, ya que

las sondas de MLPA van dirigidas a secuencias exonicas del gen.

El individuo HA-07 y su madre, presentan una gran delecién que involucra del exén 1
al 14 con la pérdida de un total de 223,573 bp (arr[hgl9] Xg28( 154153703-
154377276)x 0. La madre presenta la misma alteracibn en estado heterocigoto
(arr[hg19] Xg28 (154153703-154377276)x 1) (Figura 16). Deleciones similares se han
reportado en la literatura (Giannelli et al., 1998; Kemball-Cook & Tuddenham, 1997,
Kemball-Cook, Tuddenham, & Wacey, 1998; Krebs et al., 2003; Lindvall &
Swedenborg, 2006; Margaglione et al., 2008; K.-C. G. Rallapalli PM, Tuddenham EG,
Gomez K, Perkins SJ 2013; Rallapalli, Kemball-Cook, Tuddenham, Gomez, & Perkins,
2013; Rydz, Leggo, Tinlin, James, & Lillicrap, 2013; Tuddenham et al., 1994). Sin
embargo, no es posible precisar si se trata de la misma alteracién, ya que ninguno de
esos estudios utiliz6 microarreglos de ADN para caracterizar la delecion. En este
caso, la delecién incluye cuatro genes adicionales FUNDC2, MTCP1NB, MTCP1 y
BRCC3.

El individuo HA-13 present6 una delecion de 17,979 bp que involucra parte del intrén
12, exon 13 e intron 13 (arr[hg19] Xq28 (154163600-154181579)x0). Para el caso del
individuo HA-11, hubo ausencia de amplificacion por HRM para el exon 26 en dos
ocasiones. Sin embargo, el analisis con el microarreglo CytoScan 750 no detecto la

delecién, incluso cuando se cambian los parametros de analisis a un filtro de 1 kb. De
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hecho, un andlisis detallado del CytoScan 750 revelé6 una baja densidad de
marcadores y sondas (SNP y CNV) cubriendo este exon, razén por la cual no se
evidencia la delecién por el analisis de microarreglo. Es de esperarse el mismo
resultado en cualquiera de las plataformas (CytoScan HD o SNP 6.0 Affymetrix), ya
gue todos provienen de la misma casa comercial, las cuales no incluyen marcadores

en la region del exon 26 (Figura 16).

Se detectaron variantes patogénicas mediante secuenciacion post-HRM en 9 de 13
pacientes no relacionados inicialmente. No se detecto variante patogénica en 4 de 13
pacientes lo que obligd a secuenciar la totalidad de la region codificante, con
excepcion del exdn 14 (tiene 3106 nucledtidos) por limitaciones econdémicas en el
estudio, como una aproximacion para detectar las variantes en dichas muestras. Esto
permitié la identificacion de las variantes patogénicas en 2 pacientes adicionales (HA-
35 y HA-36), aumentando a 11 de 13 variantes detectadas por secuencia. Como
puede apreciarse en la Figura 20, las curvas melting en el analisis HRM no mostr6
ninguna alteracion en su perfil de disociacién que hicieran sospechar la existencia de

una variaciéon en la secuencia en dichos segmentos.

A)
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Figura 20. Electroferograma y HRM muestras HA35 y HA36. Evidencia de falsos
negativos por analisis de HRM. A) Electroferograma (izquierdo) y curva melting HRM
(derecha) de la muestra HA35. En el electroferograma se observa a variante patogénica
identificada, mutacioén tipo nonsense en exén 4, ¢.399T>A (p.Y133*). En el HRM se observa
una curva melting con temperatura de melting esperada para el exén 4 (flecha morada). B)
Electroferograma (izquierdo) y curva melting HRM (derecha) de la muestra HA36. En el
electroferograma observamos a variante patogénica identificada, mutacién tipo frameshift
consistente en pequefia delecion de 4 nucleétidos en exdn 2 con codon de parada prematura
€.209-212delTTGT, p.F70*. En el HRM se observa una curva melting con temperatura de
melting esperada para el exon 2 (flecha morada).

Muchas de las variaciones detectadas por secuencia en este estudio habian sido
reportadas en la literatura previamente (Tabla 2). Otras variantes, no han sido
reportadas a la fecha en ninguna de las bases de datos de variaciones patogénicas en
Hemofilia A. Entre estas variantes se encuentran ¢.5666 A>G, p.Q1889R, identificada
en dos pacientes con HA leve (HA-20 y HA-21), y en la madre biologica de los
pacientes en estado de heterocigosidad; otras variante no reportadas previamente son
las variaciones missense €.262A>G p.M88V (Figura 14) y la variacibn nonsense,
€.399T>A, p.Y133* (Figura 20). La variante missense c.262A>G p.M88V ha sido
clasificada como patogénica en 3 de 4 Software de prediccion utilizados (Adzhubei et
al., 2010; Capriotti et al., 2006; Choi et al., 2012; Schwarz et al., 2014) mientras que la
variacion ¢.5666 A>G, p.Q1889R fue clasificada como posiblemente patogénica (score

0.798) con el software Polyphen-2, patogénica con Mutation taster y neutral con otros
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dos programas de prediccion (Adzhubei et al., 2010; Capriotti et al., 2006; Choi et al.,
2012; Schwarz et al., 2014)(Tabla3, Figura 14).

La correlacion genotipo-fenotipo mostré que la mayoria de pacientes con hemofilia A
Severa, presentan variaciones patogénicas tipo INV22, INV1, gran delecién, frameshift
y nonsense. Solo dos pacientes tienen variaciones tipo missense, y en dos pacientes
no se ha detectado la variacion

Cinco individuos tienen HA moderada. Uno de ellos tiene la INV22 (nivel de Factor
VIII 1.8%) hallazgo que se espera encontrar en un fenotipo severo de la enfermedad.
Una posible explicacion es que el reactivo para cuantificar la actividad del FVIIII tiene
limitaciones en discriminar niveles bajos de FVIII. Este paciente, clinicamente se
comporta como un caso severo, presentando artropatia y se encuentra en profilaxis.
Los cuatro individuos restantes, tienen variantes de Unico nucledétido tipo missense,
las cuales han sido reportadas previamente ¢.157C>T p.V653M (HA-10), ¢.1292T>C
p.L431S (HA-17), c.2095A>G p.M699V (HA-37) y ¢.1892A>G p.N631S (HA-40) (Tabla
2, Figura 14).

Dos individuos presentaron un fenotipo leve. Ambos son hermanos y presentan la
variante ¢.5666A>G p.Q1889R con valores de actividad de plasmética de FVIII en
12% y 12.4%. La variante también esta presente en la madre en estado heterocigoto,
con actividad del FVIII de 70%. Esta variante no ha sido descrita previamente como se

indicé previamente.

Del total de 33 pacientes no relacionados, 27 pacientes presentan un fenotipo severo
(81.8%). De estos, 23 de los 27 pacientes presentaron INV22, INV1, gran delecion,
frameshift y variacion nonsense (85.2%), variaciones asociadas con el fenotipo severo
de la enfermedad (actividad plasmatica de FVIII menor del 1%). Dos pacientes con
hemofilia A severa, presentan variacion missense c¢.274G>T, p.G92C encontrada en
dos medio hermanos (HA-18 y HA-26) y la otra ¢.262 A>G, p.M88V en HA-37. En dos
pacientes no se ha identificado la variacion patogénica.
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En 15 de los 33 pacientes no relacionados (45.4%) tienen historia familiar de HA, un
valor algo inferior a lo reportado en la literatura de dos terceras partes de pacientes

con historia familiar (Graw et al., 2005).

Once de los 33 pacientes (33.3%) presentan historia de inhibidores, un porcentaje
similar a lo reportado para otras poblaciones analizadas (Gouw et al., 2011). Todos
los pacientes con historia de inhibidores presentan un fenotipo severo. No se observo
una asociacioén entre una variante genética particular y la presencia de inhibidores
como se indic6 previamente. La presencia de la INV22 no se encontrd
estadisticamente asociada al desarrollo de inhibidores tal como ha sido reportado en
la literatura en otros estudios (Ghosh & Shetty, 2009; Goodeve & Peake, 2003; Kreuz
& Ettingshausen, 2014; Mantilla-Capacho et al.,, 2007; Oldenburg, El-Maarri, &
Schwaab, 2002; Tantawy et al., 2011).

De la misma manera, no se observd una asociacion estadisticamente significativa
entre ninguna de las variantes patogénicas detectadas y la presencia de artropatia (p
0.18).

Las alteraciones moleculares detectadas en pacientes con Hemofiia A no
relacionados se distribuyeron en 14/33 paciente con INV22 (42.4%), 3/33 para INV1
(9.1), grandes deleciones en 3/33 (9.1%), variaciones nonsense (2/33 6%),
variaciones frameshift (2/33 6%) y variaciones missense en 7/33 (21.2%). No se
detectd la variacion patogénica en 2/33 pacientes (6%). En total se identificd la
variacion patogénica en 94% de los pacientes no relacionados analizados. Las
variaciones detectadas en el presente estudio (excluyendo las inversiones 1y 22,y
las grandes deleciones) se encuentran ubicadas principalmente en los dominios Al y
A2 de la proteina (Figura 15). Nuestros resultados difieren un poco de lo reportado en
la base de datos de Hemofilia A del CDC (Center for Disease Control)en donde la gran
mayoria de las variaciones reporatadas se encuentran distribuidas en los dominios Al,
A2, A3, C1l y C2 de la proteina para todos los fenotipos. Sin embargo para la HA
severa, también se han reportado con similar frecuencia variaciones patogénicas en el
dominio B. Esto radica en que el tipo de variaciones asociadas con un fenotipo severo,

Indistintamente de donde se presenten dentro del gen, son lo suficientemente
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deletéreas. Por otro lado, para los fenotipos leve y moderado el dominio B se

encuentra minimamente afectado.

Una posible explicacion para las dos muestras en las cuales no se encontré la
variacion patogénica en el presente estudio, es que dichas variaciones estén ubicadas
en el exdn 14 del gen, exdn que no fue secuenciado en dichas muestras por razones
econOmicas o estar ubicadas en otras regiones del gen no cubiertas por el andlisis

realizado, tales como region 3 UTR, o regiones intronicas profundas.

Estudios previos han reportado que, en general, no se logra identificar la mutacion
causal en un 2% de los casos cuando se hace el andlisis de INV22-INV1, union intron-
exén y analisis de regiones codificantes(Hallden, Knobe, Sjorin, Nilsson, & Ljung,
2012; Pezeshkpoor et al., 2013). Varios de estos estudios, han demostrado la
existencia de variaciones en intrones que generen alteracion de splicing. Para dichos
casos, se debe implementar otras metodologias que permitan identificar estas
alteraciones como la secuenciacion completa del gen por técnicas de nueva
generacion o el analisis del RNA mensajero para detectar variantes de splicing.
(Nougier et al., 2014; Pezeshkpoor et al., 2013; Zimmermann, Meier, Oldenburg,
Muller, & Rost, 2012).

Por otro lado, se ha reportado un tercer rearreglo involucrando a las regiones
homologas en el gen de la Hemofilia A (Pezeshkpoor et al., 2012). Este tercer
rearreglo se presenta debido a una region de repeticién en el intron 1 del F8 y una
segunda regién de repeticion en el intron 2 de una duplicacién invertida del gen
IKBKG corriente arriba del gen F8. Este rearreglo no es posible identificarlo por la
metodologia de IS-PCR implementada en este trabajo, debido a que involucra
regiones distintas a las analizadas Intlh e Int22h. Este rearreglo ha sido reportado en
un caso de HA severa descrito previamente donde se observd ausencia total de
RNAmM (El-Maarri et al., 2006).
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CONCLUSIONES

Hemos implementado, por primera vez en Colombia, un abordaje molecular
escalonado costo-efectivo para la identificacion de variantes patogénicas en una
cohorte de pacientes con Hemofilia A. Este analisis sistematico se implementd debido
al alto costo que genera al sistema de salud las metodologias mas recientes para el

diagndstico molecular como la secuenciacion de nueva generacion.

Con el abordaje implementado, hemos podido identificar la variante patogénica en el
94% de nuestra cohorte (31 de 33 individuos). Ademas, se identificé en 100% de los

casos la variacion en mujeres portadoras por el analisis escalonado.

La mayoria de los pacientes presentan un fenotipo severo de la enfermedad en la

muestra analizada.

La metodologia de IS-PCR para la deteccion de inversion en los intrones 1y 22, es

altamente efectiva y de facil realizacién para la identificacion de dichos rearreglos.

La frecuencia obtenida en este estudio para INV22 es similar a la de reportes previos
en la literatura. Sin embargo, se detecté una mayor frecuencia para la INV1 (9.1%)
gue la reportada para otras poblaciones Latinoamericanas, Norteamericanas y
Europeas.

Se identificaron otras variaciones responsables del fenotipo severo como las grandes
deleciones por medio del analisis HRM, las cuales fueron confirmadas por medio de

analisis de microarreglos, delimitando con exactitud la delecion.

Adicionalmente se detectaron variaciones tipo nonsense, y frameshift asociadas a HA

severa.

En cuanto a las variaciones puntuales estan presentes en pacientes con fenotipo leve,

moderado y severo.

La mayoria de las variantes identificadas en el presente estudio, has sido reportadas
en la literatura y en bases de datos de variaciones patogénicas de Hemofilia A. Sin

embargo se detectaron tres variantes patogénicas nuevas, las cuales no se
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encuentran reportadas en las bases de datos de la CDC, Hemobase y Hemophilia A
database, dos en individuos con HA severa (c.262A>G; p.M88V), (c.399T>A; p.Y133*)
y otra variante en dos hermanos con HA leve y su madre heterocigota (c.5666A>G;
p.Q1889R).

La metodologia de andlisis HRM, aunque fue costo-efectiva para la identificacion de
un buen numero de variaciones patogénicas en el abordaje molecular escalonado
implementado, presenté falsos negativos para algunas muestras, por lo cual es
necesario trabajar en modificaciones de la metodologia empleada que permitan la

identificacion de las variaciones en todas las muestras analizadas.

No se encontré una asociacion estadisticamente significativa entre las variaciones
patogénicas identificadas y el desarrollo de artropatia, o el desarrollo de inhibidores.
Sin embargo, se evidencié que aquellas variaciones patogénicas que alteran
severamente la proteina y tienen un alto impacto funcional, se asocian al fenotipo

severo de la enfermedad.

El andlisis molecular en el contexto de la HA es necesario para el abordaje integral de
la enfermedad. Con ello se puede llevar a cabo una correlacion genotipo-fenotipo
permitiendo determinar la severidad de la enfermedad y profundizar en la
predisposicién a la generacién de inhibidores. Ademas, permite dar un adecuado

asesoramiento genético e identificacion de mujeres portadoras.
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RECOMENDACIONES

Ampliar el nUmero de muestra para establecer la frecuencia de la INV1 en nuestra
poblacion.

Llevar a cabo modificaciones en la metodologia de andlisis HRM para detectar las
muestras falso negativas identificadas en el presente estudio.

Llevar a cabo el analisis del exdon 14 de las dos muestras en las cuales no se identificd

la variacion patogénica.
Implementar la metodologia de analisis para el tercer rearreglo identificado en HA.

Implementar la metodologia de analisis a partir de RNA de las muestras de pacientes
en los cuales no se identifique variacion patogénica por este abordaje escalonado,

para la identificacion de variaciones que alteren el splicing del gen.
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- Jornada de asesoramiento genético a familias con HA en Clinica Infantil
Colsubsidio (15, 18 y 20 enero, 2016).
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(Viernes 25 de Marzo, 2016)
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Anexo 1. Arboles genealégicos de pacientes con HA en Colombia.
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