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Resumen

El desarrollo de inhibidores de FVIII en hemofilia
A (HA) es considerado un rasgo complejo, ya que
involucra factores genéticos y ambientales, siendo
el genotipo del gen del factor VIII (F8) el factor
condicionante mas importante, seguido por factores
genéticos secundarios, mas débiles.

Se estimaron los riesgos de inhibidor asociados a
cada genotipo-F§ mediante un estudio de casos/
controles en pacientes HA-severos (n=390), que ca-
racteriza especialmente el estrato con la Inv22 (in-
version del intron 22). El céalculo de la prevalencia

292

Keywords: F8,
HEMA,
FVIII-inhibitors,
CTLAA4.

de inhibidor (IP) y odds-ratio (OR) con intervalos
de confianza del 95% (I1C95%) permiti6 clasificar
tres grupos de riesgo (alto, medio y bajo) asociado a
cada genotipo-F8§. La asociacion de factores genéti-
cos secundarios se investigd mediante el analisis de
concordancia/discordancia en el estatus de inhibidor
en 17 pares de hermanos con la Inv22 vs pares al
azar mostrando un OR(IC95%) de 1,83(0,69-4,85)
(p=0,33), sugiriendo una tendencia a coincidir con
el estatus de inhibidor del hermano.

Se realizaron estudios tipo caso/control del riesgo de
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inhibidor en polimorfismos de /L0, TNFAy CTLA4
en los estratos Inv22-positivo (n=140-148). IL10 c.-
1117A>G, TNFA c.-488G>A y CTLA4 c.-319C>T
mostraron tendencias de riesgo o proteccion simi-
lares a las reportadas, con ORs no significativos.
CTLA4 ¢.A9A>G p.Thr17Ala mostré un incremen-
to significativo del riesgo de inhibidor con OR de

Abstract

FVIII inhibitor development in hemophilia A (HA)
is considered a complex trait as it involves genetic
and environmental factors; the causative factor
VIII gene (F8) genotype has been established as
the most important determining factor, followed
by weaker secondary genetic risks factors. Risks
of inhibitor development associated with each F§-
genotype were estimated by a case/control study
in HA-severe patients (n=390), which especially
characterizes strata with Inv22 (intron 22 inversion).
Inhibitor prevalence (IP) and odds ratio (OR) with
confidence intervals of 95% (95%CI) calculations
allowed classifying three risk groups (high, medium
and low) associated with each F§-genotype. The
association of genetic factors was investigated by
analyzing concordance/discordance inhibitor-status
in 17 pairs of brothers with Inv22 vs random pairs

Introduccion

La hemofilia A (HA) es una coagulopatia hereditaria
recesiva ligada al cromosoma X, caracterizada por
una actividad reducida del factor VIII de coagula-
cion (FVIIL:C), causada por mutaciones deletéreas
en el gen del FVIII (£§). La HA es tratada satisfac-
toriamente mediante la administracion intravenosa
de FVIII, sin embargo, un 20-30% de los pacien-
tes con HA-severa (FVIII:C < 1 IU/dL) desarrollan
anticuerpos neutralizantes contra el FVIII exo6geno
(inhibidor), haciendo ineficaz la terapia de rempla-
zo"". El desarrollo de inhibidor es considerado un
rasgo complejo (multifactorial), que involucra fac-
tores modificables (ambientales) y no modificables
(genéticos), siendo el tipo de mutacion causal en el
F§ el principal factor condicionante de desarrollo de
inhibidor®¥, aunque también cuentan un grupo de
factores de riesgo secundarios, mas débiles, como:
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2,61(1,27-5,36) (p=0,0096). Nuestros resultados
concuerdan con especulaciones tedricas previas
acerca de diferencias regionales en los factores se-
cundarios no modificables. CTLA4 p.Thr17Ala con-
tribuye a aumentar el riesgo de inhibidor en nuestra
poblacion de pacientes con HA-severa.

showing 1.83(0.69 to 4.85) (p=0.33), suggesting
a trend to agree the inhibitor status between
siblings. Case/control studies associated risk
inhibitor development with /L 10, TNFA and CTLA4
polymorphisms in Inv22-positive strata (n=140-
148) were performed and in /LI0 c.-1117A>G,
TNFA c.-488G>A & CTLA4 c.-319C>T trends of
risks or protection, similar to reported ones with
not significant ORs. CTLA4 c.49A>G p.Thr17Ala
showed significantly increased inhibitor risks with
OR of 2.61(1.27-5.36) (p=0.0096). Our findings
agree with previous theoretical speculations about
regional differences in non-modifiable secondary
factors. CTLA4 p.Thrl7Ala, contributes to an
increased risk of inhibitor in our population of
patients with HA-severe.

historia familiar de inhibidores®, grupo étnico-geo-
grafico®®, HLA (antigeno linfocitario humano)” y
polimorfismos (PMF) ligados a genes del sistema
inmune: interleuquina-10 (IZ10)®, factor de necro-
sis tumoral-o (TNFA)® y el antigeno-4 del linfocito
T citotoxico (CTLA4)19.

La evidencia en genética humana indica que los fac-
tores predisponentes asociados con genes autosémi-
cos, como los antes mencionados, son étnicamente
dependientes y, por lo tanto, no son consistentes en-
tre las poblaciones de todo el mundo. En este esce-
nario, se examinaron factores de riesgo de inhibidor
secundarios relevantes: concordancia del estatus de
inhibidor entre hermanos vs pares al azar; polimor-
fismos en /L0, TNFA y CTLA4- en una poblacion
de pacientes argentinos con HA-severa con la Inv22.
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Materiales y métodos

Poblacion estudiada

Se incluyeron 390 pacientes de todo el pais con
HA-severa cuya mutacion en el F§ habia sido ca-
racterizada, (116 casos con inhibidor [+] y 274 con-
troles, inhibidor [-]). En el estudio de asociacion de
concordancia de estatus de inhibidor entre hermanos
vs pares al azar, se consideraron 34 hermanos de 17
familias con la Inv22. Para investigar los factores ge-
néticos adicionales se analizaron 140-148 pacientes
con la Inv22. Nuestro comité de ética institucional
aprobo este estudio y se obtuvo el consentimiento
informado por escrito de cada paciente. El protocolo
de estudio se realizo conforme a las normas éticas
de la declaracion de Helsinki 1975.

Andlisis molecular: Se extrajo ADN gendmico
de leucocitos de sangre periférica mediante la téc-
nica de salting out y precipitacion con etanol. La
caracterizacion de la mutacion en F§ fue realiza-
da segun lo descripto por Rossetti y col. (2007)
(D Se estudiaron cuatro PMFs de nucledtido sim-
ple (SNPs) en genes inmunorregulatorios: /L10 c.-
1117A>G (rs1800896) por PCR alelo especifica’!?;
TNFA c.-488G>A (rs1800629) por PCR-Ncol-ar-
tificial-RFLP (PMF de longitud de fragmentos de
restriccion)'®; CTLA4 ¢.-319C>T (rs5742909) por
PCR-Msel-RFLP"Y y CTLA4 c.49A>G (1s231775)
por PCR-Kpnl-RFLP".
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Estadisticas

Los riesgos de inhibidor absolutos y relativos es-
pecificos del genotipo-F§, el analisis de estatus de
concordancia/discordancia de inhibidor y la asocia-
cion del riesgo de inhibidor con PMFs en genes in-
munes fueron estimados mediante estudios del tipo
caso-control usando odds ratio (OR) e intervalos de
confianza del 95% (95%CI).

Resultados

Riesgo de inhibidor del genotipo F'8 en pacientes
con HA severa

El estudio caso-control en pacientes con HA severa,
permitio estimar el riesgo relativo de inhibidor aso-
ciado a cada genotipo de F§, permitiendo su clasifi-
cacion en mutaciones de alto riesgo de desarrollo de
inhibidor a las deleciones multi-exén con OR(95%-
CI) de 7,07(2,20-22,71) (p=0,0005) y la Inv22 con
2,14(1,38-3,34) (p=0,0008), en mutaciones de ries-
go intermedio a los defectos sin sentido y deleciones
de un exon, y de bajo riesgo representadas por muta-
ciones con sentido equivocado con 0,07(0,02-0,29)
(p<0,0001), por mencionar solo las mas frecuentes
(Figura 1). La poblacion informativa para la Inv22
(n=177) mostr6 una prevalencia de inhibidor abso-
luta de 25%.

Figura 1. Riesgo relativo de desarrollo de inhibidor-tipo/localizacién mutacion F§

RI Mutacion F8 Ho n(casos) OR(95%CI) Valor P
) Delecion multiexdnica —_— 15(11) 7.07(2.20-22.71) 0.0005**
® Inv22 —e—i 177(68) 2.14(1.38-3.34) 0.0008**
g Delecion 1 exén —— 10(4) 1.60(0.44-5.76) 0.4923
% nonsense L.Ch. —— 19(7) 1.40(0.54-3.66) 0.4544
= nonsense H.Ch. —0— 22(8) 1.38(0.56-3.38) 0.4787
indel frameshift ——i 70(14)  0.53(0.28-1.00) 0.0601
Defectos de splicing —_—— 12(2) 0.46(0.10-2.15) 0.5221
% Inv1 o 4(0) 0.26(0.01-4.83) 0.3228
indel inframe o 4(0) 0.26(0.01-4.83) 0.3228
missense +———@—— 57(2) 0.07(0.02-0.29) <0.0001**
o % % ‘o %o ’c?oo
Ho (hipodtesis nula): OR=1, prevalencia de inhibidor 17,6% de pacientes Argentinos con HA-severa [2]; n: nimero de pacientes
con cada mutacién y entre paréntesis los casos inhibidor [+]; Valor P del test exacto de Fisher (** altamente significativo
P<0.01).
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Estatus de concordancia/discordancia de inhibi-
dor entre hermanos con la Inv22

El estatus de concordancia vs discordancia de inhi-
bidor entre pares de hermanos vs pares no relaciona-
dos (esperados por azar, Ho), mostro un OR(95%-
CI) de 1,83(0,69-4,85) (p=0,33) que predice casi
dos veces mas chances de coincidir en el estatus de
inhibidor entre hermanos que considerando los mis-
mos individuos emparejados al azar.

Riesgo de inhibidor asociado a marcadores gené-
ticos en genes inmuno-regulatorios

El PMF en /L10 c.-1117A>G mostr6 una distribu-
cion de alelos que no difirié entre pacientes con y
sin inhibidores, mostrando ORs no significativos
neutrales. El PMF en TNFA c.-488G>A mostrd una

frecuencia del alelo [A] de 0,07, menor que en otras
poblaciones. El genotipo heterocigota [A/G] fue
algo mayor entre los pacientes con inhibidor con un
OR no significativo de 1,67(0,68-4,08) (p=0,3569)
(Figura 2).

ElPMF CTLA4 c.-319C>T presento para el alelo [T]
una tendencia protectora con un OR 0,47(0,16-1,40)
(p=0,2146) no significativo. Finalmente, el PMF
CTLA4 c.A9A>G p.Thr17Ala mostré un riesgo aso-
ciado a inhibidor altamente significativo asociado al
alelo [G] con un OR de 2,11(1,31-3,39) (p=0,0025),
que se mantiene también si se considera la combi-
nacion de genotipos [G/_] (i.e., [G/G] y [A/G]) con
un efecto dominante indicando un OR de 2,61(1,27-
5,36) (p=0,0096) (Figura 2).

Figura 2. Riesgo de desarrollo de inhibidor: IL10, TNFA y CTLAA4, estrato Inv22

Polimorfismos Ho OR(95%Cl) Valor P
IL10 c.-1117A>G
[G/_] vs [A/A] — e 0.93(0.47-1.83) 0.8628
[G] vs [A] —e—i 0.98(0.59-1.63) 1.0000
TNFA c.-488G>A
[A/_] vs [G/G] — i 1.67(0.68-4.08) 0.3569
[A] vs [G] . 1.60(0.68-3.75) 0.2816
CTLA4 c.-319C>T
[T/_]vs[C/C] —_——— 0.47(0.16-1.40) 0.2146
[Tl vs[C] —— 1 0.50(0.17-1.42) 0.2311
CTLA4 c.49A>G
[G/_] vs [A/A] ——i 2.61(1.27-5.36) 0.0096**
[G] vs [A] ——i 2.11(1.31-3.39) 0.0025**
o, o, o, 7, <o % &

O Y Y Y Y P
Ho (hipdtesis nula): OR=1, prevalencia de inhibidor 25% de pacientes Argentinos con Inv22; Valor
P del test exacto de Fisher (** altamente significativo P<0.01).

Discusion

La clasificacion obtenida en grupos de riesgo (alto,
medio y bajo) asociado a cada genotipo-F8, concuer-
da con lo previamente publicado®?, al igual que la
tendencia observada de concordancia de estatus de
inhibidor, tanto en estudios locales previos® como
en lo reportado en el estudio internacional MIBS
(Malmé International Brother Study)®, que sugie-

HEMATOLOGIA * Volumen 20 N°3: 292 - 297, 2016

ren la presencia de factores genéticos adicionales.
Estos factores adicionales han sido buscados prin-
cipalmente sobre moléculas inmunomoduladores de
relevancia, como PMFs en la region promotora de
IL10, TNFAy CTLA4 y el SNP en el péptido lider de
CTLA4. El PMF IL10 c.-1117A>G, asociado al de-
sarrollo de inhibidor en series del norte de Europa”,
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mostrd una frecuencia de alelos similar en nuestra
poblacién, pero arrojé un comportamiento neutro
(OR 0.93). EI SNP ¢.-488G>A en TNFA, asociado
a inhibidor en pacientes europeos®, mostrd una ten-
dencia moderada en heterocigosis [A/G] (no-signi-
ficativa) (OR 1,67) en nuestra serie, quizas debido
a la baja frecuencia del alelo [A]. EI SNP CTLA4
¢.-319C>T fue reportado en series de pacientes eu-
ropeos'”, con un efecto protector para el desarro-
llo de inhibidor asociado al alelo [T], y en nuestra
poblacion se observo esa tendencia (OR 0,47), aun-
que no significativa, probablemente debido a la baja
frecuencia del alelo. Por otro lado, el PMF CTLA4
¢.49A>G p.Thr17Ala ha sido asociado a susceptibi-
lidad en enfermedades autoinmunes'”-!'®), y especifi-
camente en nuestra poblacion, a la diabetes mellitus
dependiente de insulina del adulto'®. En el presente
estudio presentd un riesgo significativo alto de aso-
ciacion (p<0,01) entre el alelo [G] y el desarrollo
de inhibidor en hemofilia con OR de 2,1, al igual
que si es considerado con un efecto dominante (OR
de 2.6), siendo la primera serie en la que CTLA4
p-Thr17Ala (rs231775) se encuentra asociado sig-
nificativamente con el desarrollo de inhibidor. De-
bido a las implicancias negativas sobre la salud y
la economia del Sistema de Salud nacional, y a las
diferencias en rasgos multifactoriales entre etnias
y regiones geograficas®!?, es aconsejable desarro-
llar un puntaje de riesgo de inhibidor regionalmente
relevante incluyendo todos los factores no modifi-
cables para ponderar la predisposicion genética de
cada paciente particular a desarrollar inhibidor.
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