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La hemofilia es una coagulopatía hereditaria mo-
nogénica recesiva, ligada al cromosoma X, que 
se manifiesta en el varón hemicigota (46,XY) con 
una prevalencia de 1 en 5.000 en todas las pobla-
ciones humanas, mientras que la mujer heterocigota 
(46,XX), portadora, no suele expresar síntomas de 
la enfermedad en la mayoría de los casos.
La hemofilia A (HA) se caracteriza por la presencia 
de mutaciones deletéreas en el gen del factor VIII 
de coagulación (F8) y la hemofilia B (HB) debida a 
mutaciones en el gen del factor IX (F9).
Clínicamente resultan indistinguibles, y los niveles 
de actividad del factor de coagulación en plasma se 
correlacionan con la severidad clínica de la hemofi-
lia (desarrollo de artropatías, frecuencia de sangra-
dos espontáneos internos y externos, etc.) por lo que 
la HA y la HB pueden clasificarse en severa, con 
actividad del FVIII:C o FIX:C menor a 1 UI/dl, mo-
derada, entre 1 y 5 UI/dl, y leve, entre 5 y 30 UI/dl.
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A pesar de estas  similitudes, y quizás debido a las 
diferencias asociadas a la estructura molecular de 
los genes involucrados y a la heterogeneidad de las 
mutaciones que los afectan, la HA es 4-5 veces más 
frecuente que la HB.
El F8 tiene 26 exones y abarca 187 kilobases (kb) 
en Xq28(1). El F8 codifica para un RNA mensajero 
(mRNA) de 9 kb. Entre los intrones del F8 se destaca 
por su gran tamaño el intrón 22 (32 kb). El mRNA del 
F8 codifica para un polipéptido de 2351 aminoácidos 
(aa) incluyendo un péptido señal de 19 aa y un FVIII 
maduro con una región triplicada de 330 aa (dominios 
A), una región única de 980 aa (dominio B) y una 
región duplicada de 150 aa (dominios C) en el orden: 
NH2.A1-a1-A2-a2-B-a3-A3-C1-C2.COOH (a1, a2 y a3 son 
pequeños dominios acídicos). Localizado en Xq27.1, 
el F9 presenta ocho exones (A-H) y abarca 33 kb(2). El 
mRNA del F9 (2,8 kb) codifica para una pre-pro-pro-
teína de 27 y 19 aa ,que incluyen el péptido señal y 
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el propéptido, respectivamente, y un FIX maduro de 
415 aa, compuesto por los dominios NH2.Gla-EGF1-
EGF2-pA-Cat.Ser.proteasa.COOH que es activado a 
FIXa por liberación del péptido (pA) y conformación 
de una cadena liviana y otra pesada.

Análisis molecular diagnóstico. Detección de mu-
taciones
La HA es causada por un espectro heterogéneo de 
defectos moleculares en el F8, y debido a la com-
pleja estructura de 26 exones distribuidos en 187 
kb de ADN genómico en Xq28, la caracterización 
de la mutación causal en este gen, constituye aún 
hoy un gran desafío en muchos laboratorios, y en 
particular en los países en desarrollo. La inversión 
del intrón 22 y del intrón 1 son las únicas mutacio-
nes recurrentes reconocibles, causando el 45% de 
las HA severas. En todo el resto de las hemofilias 
(HA y HB) encontramos todo tipo de mutaciones 
incluyendo grandes y pequeñas deleciones o inser-
ciones y mutaciones puntuales asociadas a cambios 
deletéreos tipo mutación con sentido equivocado 
(missense), mutación sin sentido (nonsense) y alte-
ración del empalme (splicing). El análisis directo de 
la mutación causal constituye la ruta preferida para 
la obtención de información segura para el aseso-
ramiento genético de familias con hemofilia A y B 
(diagnóstico de portadoras y prenatal).
Las mutaciones causales de hemofilia están compi-
ladas y accesibles en Internet: HA-F8 en la página 
HADB (Hemophilia A Mutation Database: http://
www.factorviii-db.org/), y HB-F9 en la HBMD 
(Hemophilia B Mutation Database, Factor IX Va-
riant Database http://www.factorix.org/). 
La mutación más importante en hemofilia es la in-
versión del intrón 22 del F8 (Inv22)(3) causando el 
42% de las HA severas sin distinciones étnicas o 
geográficas(4). También es recurrente la inversión del 
intrón 1 (Inv1)(5) causando el 3% de las HA severas. 
La Inv22 resulta por recombinación no-alélica en-
tre secuencias homólogas de 10 kb (int22h) ubicada 
una dentro del intrón 22 del F8 (int22h-1) y otra de 
orientación opuesta, que pertenece a un grupo de 
dos copias fuera del F8 (int22h-2 e int22h-3) cerca 
del telómero Xq. La técnica de referencia para estu-
diar la Inv22 es el Southern blot(3) aunque también 
se desarrollaron técnicas de análisis rápido: una de 
ellas basada en PCR de larga distancia (LD-PCR)(6) 
y la otra basada en una modificación del abordaje de 

PCR inversa (inverse shifting-PCR, IS-PCR)(7). 
En el año 2005, por liberación de la secuencia ter-
minada del cromosoma X humano, se determinó 
que las copias extragénicas de int22h (i.e., -2 y -3) 
estaban orientadas inversamente entre sí (cabeza-ca-
beza) y que sólo una de ellas respecto a int22h-1 
podría generar inversiones, mientras que la otra es-
taría orientada igual a int22h-1 (cabeza-cola) y su 
recombinación podría generar deleciones (Del22) y 
duplicaciones (Dup22), pero no inversiones. Aun-
que no han sido fehacientemente caracterizadas clí-
nicamente, la eventual presencia de la Del22 y la 
Dup22 podrían causar errores del diagnóstico mo-
lecular con los métodos de análisis rápido. Con el 
objetivo de mejorar el diagnóstico rápido abarcando 
la detección precisa de estas variantes genómicas hi-
potéticas, se desarrollaron modificaciones de la téc-
nica de LD-PCR(8) y de IS-PCR(9), técnica también 
aplicable al análisis de muestras de DNA genómico 
extraído de vellosidades coriónicas(10) (Radic-Ros-
setti et al, 2009). El resto de las mutaciones causa-
les de HA y HB en todo el rango de severidad no 
son recurrentes e incluyen grandes deleciones (por 
ejemplo las causadas por recombinación homóloga 
entre secuencias repetidas orientadas igual Alu(11) 
Rossetti et al, 2004), pequeñas Ins o Del (de 1-5 ba-
ses) asociadas generalmente a cambios en el marco 
de lectura (frameshifts), y sustituciones nucleotídi-
cas que predicen defectos tipo missense (cambio de 
aa), nonsense (aparición de un codón de terminación 
prematuro) o del splicing del RNA.
Para la detección de estas mutaciones pequeñas del 
F8 y F9 algunos laboratorios utilizan algún abordaje 
de monitoreo (screening) para evitar la secuencia-
ción directa de todas las regiones importantes del 
gen correspondiente. De este modo, nuestro labora-
torio en Buenos Aires, integra un esquema de 38 y 
12 productos PCR para el F8 y F9, respectivamente, 
que son analizados por CSGE (conformation sensi-
tive gel electrophoresis) de alta resolución indican-
do un segmento que es caracterizado por secuencia-
ción(12). Una vez determinada la mutación se estudia 
si el cambio observado es la causa de la hemofilia o 
si sólo está asociado por contingencia al probando 
familiar. Este análisis de la relación genotipo-fenoti-
po en hemofilia se realiza mediante la aplicación de 
criterios aceptados internacionalmente: (a) el cam-
bio está reportado a en la literatura y/o en las bases 
de datos correspondientes, (b) en defectos missense, 
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la proteína es alineada con sus ortólogos, los cam-
bios en aa conservados filogenéticamente son más 
severos que en aquéllos no-conservados, (c) el de-
fecto no debe ser observado en al menos 200 cro-
mosomas X de varones sanos de la población ge-
neral correspondiente, y (d) el defecto es estudiado 
teóricamente in silico (e.g., en defectos missense se 
estudian los potenciales cambios la estructura 3D 
-secundaria/terciaria- de la proteína, y en eventuales 
defectos de splicing se estudia la eventual destruc-
ción de las secuencias consenso)(12).

Predictores genéticos de desarrollo de inhibidor
A diferencia de los afectados por otras enfermeda-
des genéticas, la mayoría de los pacientes con he-
mofilia son en la actualidad tratados eficientemente 
mediante la infusión intravenosa de concentrados 
del factor deficiente (FVIII para HA y FIX para 
HB), que puede realizarse, sea ante una situación 
clínica eventual que lo requiera -a demanda-, o en 
pequeñas dosis en forma regular -profilaxis-. Sin 
embargo, la complicación más seria asociada al tra-
tamiento de la hemofilia es, sin duda, el desarrollo 
de aloanticuerpos que neutralizan el factor (FVIII/
FIX) administrado (inhibidores). Aproximadamente 
el 20-30% de los casos severos con HA y el 5% con 
HB desarrollan estos anticuerpos neutralizantes ha-
ciendo ineficaz la terapia de reemplazo(13), debiendo 
recurrir al uso de agentes bypaseantes como el FVI-
Ia, CCPa (concentrado del complejo protrombínico 
activado), para controlar las hemorragias severas. 
La terapia de pacientes con inhibidor suele generar 
problemas permanentes que afectan seriamente la 
salud y la calidad de vida, y requiere intervención 
en extremo costosa(14).
Se ha demostrado que la patogénesis de los inhibi-
dores contra el FVIII es un rasgo multifactorial in-
fluenciado por dos tipos de factores de riesgo: en 
primera línea, la composición o trasfondo (back-
ground) genético del paciente, considerados facto-
res no-modificables, y en segunda instancia, y más 
debatidos por presentar evidencias menos conclu-
yentes acerca de su participación, los factores am-
bientales o factores modificables.
Entre los factores genéticos la causa predisponente 
más fuerte que se ha encontrado es el tipo de muta-
ción causal en el F8.
Aquellas mutaciones que previenen la síntesis endó-
gena de factor circulante (null mutations), como las 

inversiones, grandes deleciones y mutaciones tipo 
nonsense, son las que confieren mayor riesgo de de-
sarrollo de inhibidor. En estos casos, el FVIII admi-
nistrado en la terapia de reemplazo, es reconocido 
como una proteína extraña por el sistema immune, 
dando origen a los anticuerpos inhibidores. Aunque 
los reportes de riesgo absoluto y relativo de este tipo 
de mutaciones varían entre diversos estudios, está 
bien demostrado que las mutaciones con la inciden-
cia más alta de inhibidor son las grandes deleciones, 
con rangos de prevalencia entre 42-74%. Estos pa-
cientes no sólo están en mayor riesgo de desarrollar 
inhibidores (OR 3,57), sino que, además, la mayoría 
de los inhibidores son de título alto (OR 5,16). En 
contraste, las mutaciones asociadas a la presencia de 
factor circulante (missense o que alteran el splicing 
sin provocar grandes desarreglos en la estructura 
resultante) se consideran mutaciones de bajo riesgo 
con una frecuencia media de desarrollo de inhibido-
res debajo del 5%(15,16).
Además, se ha demostrado que otros factores gené-
ticos relacionados con el huésped influyen también 
en el desarrollo de inhibidores en HA, tales como 
el origen étnico y la historia familiar. La incidencia 
de inhibidores es alta en el subgrupo de pacientes 
de ascendencia africana, en comparación con los 
caucásicos (55,6% vs 27,4%). Como el espectro 
de mutación en F8 no difiere entre las razas, esta 
diferencia podría estar basada en variantes genéti-
cas específicas étnicas en los determinantes de la 
respuesta inmune, lo que resalta la importancia de 
realizar estudios en poblaciones específicas para así 
estimar los diferentes factores de riesgo en el desa-
rrollo de inhibidores en todo el mundo. Otra hipó-
tesis está relacionada con variantes genéticas en F8 
étnico-específicas. Cuatro, SNPs (single nucleotide 
polymorphisms) comunes no sinónimos dentro del 
F8 han sido identificados, que representan seis ha-
plotipos en la población humana (H1 a H6). Tres de 
estos haplotipos (H3, H4, y H5) se han asociado con 
un mayor riesgo de desarrollo de inhibidores y se 
detectaron principalmente en personas de raza ne-
gra(17,18).
El riesgo de la formación de inhibidores aumenta 
significativamente en pacientes con antecedentes 
familiares de inhibidores, donde el riesgo absolu-
to en estos pacientes se determina que es del 48%, 
mientras que el riesgo en pacientes sin antecedentes 
familiares sólo es del 15%(19).
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Se ha observado que algunos pacientes con muta-
ciones de alto riesgo no desarrollan inhibidor, po-
niendo en evidencia que aún faltan encontrar otros 
factores de predisposición involucrados.
Varios estudios indican que la respuesta inmune 
desencadenada por la presencia de FVIII exógeno 
es un evento mediado por células T helper. El inicio 
del proceso de producción de anticuerpos consiste 
en el procesamiento de las proteínas por las células 
presentadoras de antígeno y la posterior asociación 
de estos péptidos a moléculas del HLA(20). La ma-
yoría de las asociaciones con la producción de inhi-
bidor están relacionados con HLA de clase II alelos 
HLA-DRB1 * 14, DRB1 * 15, HLA-DQB1 * 06: 
02, DQB1 * 06: 03. La asociación encontrada en los 
tipos de HLA involucrados con el desarrollo de in-
hibidores fue débil, sugiriendo que la capacidad de 
MHC de clase II de un paciente que presente uno o 
más péptidos de FVIII es una condición necesaria 
pero no suficiente para estimular las células T hel-
pers y producir anticuerpos neutralizantes(21).
En intentos por encontrar nuevos marcadores que 
permitan una estratificación de los pacientes en ries-
go de desarrollar inhibidores, se han estudiado SNPs 
en las regiones reguladoras de genes de citoquinas. 
Ciertos polimorfismos, localizados principalmente 
en las regiones promotoras, en los exones o en mi-
crosatélites de regiones de intrones, pueden afectar a 
la transcripción e influir en la producción de citoqui-
nas y, posteriormente, modificar el perfil de la res-
puesta inmune. Se han analizado polimorfismos en 
genes asociados de la respuesta inmune (IL1b, IL4, 
IL10, TNF-α y CTLA4) y se ha reportado una asocia-
ción significativa entre formación de inhibidor y la 
presencia del genotipo 308A en el gen de TNF-α en 
varios estudios. Para la citoquina IL10 se encontró 
asociado a desarrollo de inhibidor el alelo -1082G y 
el alelo del microsatélite dinucleótido de repetición 
‘CA’ de 134 pb ubicados en la región promotora del 
gen IL10. El SNP en el gen CTLA4 c.318T también 
ubicado en la región promotora, resultó asociado 
a inhibidor(13,21,22) (Astermark et al, 2007). Por otra 
parte, se han identificado en el estudio de cohortes 
multicéntrico HIGS (Haemophilia Inhibitor Genetic 
Study)(23) nuevos genes candidatos potencialmente 
predictores para el desarrollo de inhibidor (CD44, 
CSF1R, DOCK2, MAPK9, y IQGAP2).
Sin embargo, cada uno de los factores mencionados 
ha sido encontrado significativamente asociado en 

poblaciones específicas con características singu-
lares y, en consecuencia, estos resultados no son 
necesariamente aplicables a otras poblaciones con 
diferencias étnicas y/o geográficas, por lo que cada 
una de ellas debe ser estudiada y sus factores carac-
terizados específicamente en cada población.

Como conclusión, la importancia de la información 
genética de la mutación causal de hemofilia en cada 
familia afectada radica en dos aspectos de la práctica 
clínica que resultan insoslayables, primero, porque 
constituye la ruta ideal para proveer asesoramiento 
genético para diagnóstico de portadoras y prenatal, 
y segundo, porque permite predecir las caracterís-
ticas y profundidad del fenotipo asociado a cada 
paciente con un genotipo específico, que permitirá 
diseñar un régimen de tratamiento individualizado 
que, por ejemplo, reduzca el riesgo de desarrollar 
un inhibidor en la terapia de reemplazo del factor 
defectuoso.
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