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RESUMEN

La prevalencia de la hemofilia esporadica fue estimada hace mas de 40 afios y se
demostré que aproximadamente un tercio de los casos son de novo. La mayoria de las
mutaciones que ocurren en la hemofilia se producen durante la espermatogénesis
masculina; en otros casos, los cambios ocurren en los estadios tempranos de desarrollo
del embridén o una mutacién germinal en la madre. El proceso de inactivacion del
cromosoma X es al azar. Extensos estudios han evidenciado que son mas frecuentes las
mutaciones en las meiosis masculinas que en las femeninas, con una proporcion global de
3,5/1, especialmente las inversiones de los intrones 22 y 1. Se revisaron aspectos
moleculares y bioquimicos de los factores VIII y IX. Destacamos la importancia del
dominio B del factor VIII que contribuye a multiples funciones esenciales, como el control
de la calidad de la sintesis, la secrecién, la unién con los fosfolipidos plaquetarios, la
inactivaciéon y el aclaramiento de la molécula completa.
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ABSTRACT

The sporadic hemophilia prevalence was estimated more than 40 years ago and it was
shown that approximately a third of the cases are novo. Most of the mutations that occur
in hemophilia are produced during the male spermatogenesis; in other cases, they occur
in early stages of the embriéon development or in the mother a germinal mutation. The
X-cromosoma- inactivation process is at random. Extended studies have shown that male
meiosis are more frequent than female ones, with a global proportion of 3,5/1, specially
introns inversions 22 and 1. There were revised molecular and biochemical aspects of
factors VIII and IX. We ruled out the importance of B domain in factor VIII, which
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contributes to multiple essential functions, as the quality control of synthesis, secretion,
union with platelet phospholipids, inactivation and complete clearance of the molecule.

Key words: Hemophilia, reproductive capacity, mutations, factor VIII, factor IX.

ORIGEN DE LA HEMOFILIA Y PERPETUACION. CAPACIDAD
REPRODUCTIVA

El surgimiento de la hemofilia se remonta al final de la era Cretacea, hace mas de 65
millones de afios, y se observa en diferentes especies de mamiferos.!

En un tercio de los casos, la enfermedad se describe como esporadica, lo que fue
estimado hace mas de 40 afios y corroborado en la actualidad por diferentes estudios.?
Posiblemente, la mayoria de los casos eventuales detectados en una familia sin este
antecedente, sean mutaciones

nuevas, ya que es poco probable que la mutacién haya persistido durante varias
generaciones sin expresarse.

La mayoria de las mutaciones en la hemofilia ocurren durante la espermatogénesis
masculina, generalmente en el abuelo materno del caso esporadico. Otras variantes se
deben a cambios que suceden en los estadios tempranos del embridn o que la madre
haya tenido una mutacién germinal.>*

En la primera mitad del siglo XX se postularon diferentes teorias que explican por si solas
estas variaciones poblacionales. Para mantener el acervo de genes en una poblacién es
necesario que se establezca un equilibrio entre los genes que desaparecen como
consecuencia de la seleccion, y la tasa de mutacién. En la hemofilia, la capacidad
reproductiva era muy baja debido a las complicaciones de la enfermedad; los varones no
llegaban a la edad reproductiva y por lo tanto, no transmitian sus genes a las hijas
portadoras. Por esta razén, la tasa mutacional debié aumentar para mantener el
equilibrio génico.”

En la actualidad, al mejorar la supervivencia de personas con hemofilia severa, su
capacidad reproductiva también mejora cada dia y se acerca al 100 %. Los progresos en
la atencidn integral (diagndstico temprano, terapéutica adecuada, atencién a las
complicaciones, entre otras) a este grupo de pacientes, permite que alcancen
perfectamente la edad reproductiva y mas.

En un futuro se estima que la tasa mutacional disminuya como consecuencia de una
perpetuacidon mayor de los genes mutados que dan origen a esta enfermedad. En un
estudio realizado en poblaciones alemanas y finlandesas, la tasa de mutaciones calculada
para la hemofilia A (HA) fue de 5,7 x 107; y para la hemofilia B (HB), en 3 x 10%.%®

INACTIVIDAD DEL CROMOSOMA X. MOSAICISMO EN HEMOFILIA

El proceso de inactivacion del cromosoma X es al azar. En los primeros estadios de
desarrollo embrionario ambos cromosomas tiene igual probabilidad de ser inactivados en
una célula. Este proceso de silenciacion transcripcional en todas las células mamiferas
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compensa la dosis de genes entre las mujeres XX y los varones XY.® Una vez que ocurre,
el cromosoma X inactivado se conserva asi para las siguientes generaciones celulares.
Como resultado, cada mujer es un mosaico de células, en las que uno de los cromosomas
X heredados de la madre o el padre estd inactivado. Generalmente, esto ocurre en el
cromosoma que porta la mutacion; si no es asi, la mujer se convierte en portadora
sintomatica con niveles subnormales o disminuidos del factor involucrado.

Los genes Xist y Tsix son los responsables de esta inactivacion al azar; estos inicialmente
se transcriben en todas las células. Una vez que comienza la inactivacion, estos genes
seran regulados diferenciadamente en la X que sera activa y en la que sera inactivada.

Existen causas de inactivacion no relacionadas con el azar. Por ejemplo, una mutacién en
Xist conllevara a una X activa y en Tsix la X se convertird en inactiva. Se postula que la
base de estas regulaciones esta en los procesos de metilacion del ADN.® Existen
evidencias de mujeres en las que ocurrié una inactivacion desfavorable del cromosoma X
y permanecié el mutado. En estos casos la portadora presenta la sintomatologia
hemorragica.’

Existen varios factores que contribuyen al predominio de mutaciones en la linea germinal
masculina; una de ellas es el gran nimero de replicaciones involucradas. Las células
germinales masculinas sufren hasta la pubertad 30 divisiones, ademas de las necesarias
para la formacion del esperma. El nUmero de divisiones que requieren los gametos en un
hombre de 25 afios es de aproximadamente 265, y para un hombre de 50 afos es 840.
En contraste, el numero de divisiones celulares en la hembra desde el cigoto hasta el
huevo maduro son aproximadamente 24.

Otro factor involucrado es que muchas mutaciones ocurren en areas especificas, llamadas
sitios calientes, como es el dinucledtido CpG. La metilacion del ADN ocurre principalmente
en el residuo del C de este dinucledtido, donde una C se transforma facilmente en una T
a través del proceso de desaminacién. Las metilaciones ocurren en mayor proporcién en
el ADN del espermatocito que en el ADN del ovocito. Por Ultimo, las mutaciones
complejas ocurren con mas frecuencia en la meiosis; por ejemplo, en los estadios tardios
de la formacion del espermatocito o del ovocito maduro. Las inversiones suelen ocurrir en
la meiosis masculina y las grandes deleciones en las femeninas.’

Extensos estudios en pacientes con HB han evidenciado que son mas frecuentes las
mutaciones en las meiosis masculinas que en las femeninas, de ahi que la proporcion
global sea de 3,5/1. Las mutaciones puntuales son 5-10 veces mas frecuentes en varones
en el dinucledtido CpG. Las inversiones son igualmente 10 veces superiores, solo las
deleciones son 5 veces mas frecuentes en hembras que en varones.’

Por lo general, la edad de los padres no constituye un factor de riesgo para mutaciones
nuevas en la hemofilia, a diferencia de las observaciones existentes en enfermedades
como la acondroplasia, donde se plantea que la edad del padre parece ser un factor de
riesgo para nuevas mutaciones.® Algunos investigadores han comunicado cierta tendencia
a aparecer estas mutaciones en hijos de madres con edad avanzada con respecto a los
hijos de madres jovenes, aunque este aspecto no estd ampliamente reconocido.’

ASPECTOS MOLECULARES DE LOS FACTORES VIl y IX

Los factores VIII y IX son esenciales para una generacion eficaz, explosiva y mantenida
de trombina en el mecanismo de coagulacion. El factor VIII (FVIII) es un cofactor no
enzimatico que junto al factor IX (FIX), los fosfolipidos plaguetarios y los iones de calcio
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forman el complejo tenasa que activa al factor X (FX) y da lugar a una serie de procesos
enzimaticos que concluyen con la formacion de un coagulo firme. En el caso de los
pacientes con hemofilia, este mecanismo esta severamente afectado y es la causa de las
manifestaciones hemorragicas que se presentan.®°

Los genes que portan la informacién de ambas proteinas se encuentran cercanos, a solo
35 centimorgans (cM) de distancia, ubicados en la regién distal del brazo largo del
cromosoma X. Hasta el momento no se ha descrito ligamiento entre ambos genes. Cada
enfermedad, por lo general, se describe de forma independiente, aunque se han
comunicado algunas familias con coexistencia de ambos tipos de hemofilia y con otras
enfermedades hemorragicas.'*?

El gen del FVIII es uno de los mas grandes y complejos que existen dentro del reino de
los mamiferos. Fue clonado en 1984, consta de 186 kilobases (kb), distribuidas en 26
exones que se transcriben como un ARNm de 9 kb, y codifica para una proteina de cerca
de 300 kD.'*!* Se encuentra ubicado a 1,5 Mb del telémero, en el brazo largo del
cromosoma X, en la region Xg28.

El intrén 22 tiene caracteristicas que lo hacen diferente del resto de los intrones: es el
mayor, con una longitud de 40 kb; contiene una isla CpG que actlia como un promotor
bidireccional para 2 genes adicionales F8A y F8B con una extensién de 2,5y 1,8 kb,
respectivamente, cuya funciéon no es muy conocida; la isla CpG y el F8A estan contenidos
dentro de una zona de ADN de 9,5 kb, que es repetida idénticamente, al menos 2 veces
dentro del cromosoma X muy cerca del teldmero, y es conocido como int22h-1 copia
intragénica y los homdlogos int22h-2 y int22h-3, que son copias extragénicas.'%!> Esta es
la zona donde ocurre una torsién del extremo del brazo largo del cromosoma X para
permitir el encuentro de las 2 regiones homologas para facilitar la recombinacion y
reordenamiento del material génico por entrecruzamiento desigual entre las regiones
duplicadas homologas antes mencionadas.

Se describen 3 tipos de recombinaciones F8A/A” proximal, que ocurre en el 78 % de los
casos; FBA/A’ " distal, en el 19 %; vy el tercero, menos frecuente. FBA/A” "’ solamente
en 3 % de los casos.'° (Fig.). Este reordenamiento es una inversién del intrén 22 que
conduce a la formacién de una proteina truncada e inestable. Las mutaciones en este
sitio se relacionan con la gravedad de la enfermedad, la formacién de inhibidores y se
observan aproximadamente entre el 45 y 50 % de los hemofilicos severos. Otro dato que
merece destacarse es que este tipo de mutacién casi siempre se ha observado
relacionada con la meiosis masculina, como se comenté previamente.%1°

Otra inversidn descrita es la del intrén 1 que origina aproximadamente el 1,5-5 % de los
casos de HA severa en poblaciones caucasicas. Este re-arreglo, es también ocasionado
por la recombinacidon homologa entre una region del intron 1 dentro del gen FVIII y otra
region repetida en el telémero; esto provoca una orientacion invertida de ese segmento
en el gen original y la imposibilidad de traduccién para la generacién del producto
proteico.'®18

El producto proteico del gen del FVIII es una proteina de 2 351 aminoacidos (aa) donde
se distingue un péptido senal de 19 aa y una proteina madura de 2 332 aa, que circula en
concentraciones muy bajas en el plasma, aproximadamente 0,5 pg/mL. Por su
inestabilidad es necesario que circule unida por fuerzas electrostaticas e hidrofébicas con
el factor von Willebrand (FvW).*°
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El sitio primario de produccién de FVIII es el higado. Las evidencias actuales muestran
que su sintesis ocurre en las células endoteliales de los sinusoides hepaticos y en los
hepatocitos. Ademas, puede existir produccion en otras estructuras como pulmon,
cerebro, ganglios linfaticos y rifdn. No existen estudios actuales que demuestren que el
FvW y el FVIII se sinteticen en conjunto; sin embargo, estudios de expresion han
mostrado que la cosintesis, transporte y almacenamiento puede observarse in vivo.°

La molécula del FVIII es sintetizada como una cadena Unica con los dominios Al-al-A2-
a2-B-A3-a3-C1-C2. Después de la activacion por la trombina se convierte en un
heterodimero con una cadena pesada (A1-A2-B) y una ligera (A3-C1-C2), con porciones
remanentes del dominio B. Los dominios A tienen una homologia del 30 % con el resto de
los dominios y con otras proteinas como la ceruloplasmina y el factor V, ya que estan
rodeados por espacios cortos al, a2, a3, que son regiones acidicas ricas en Tyr, Asp y
Glu que intervienen en mecanismos de sulfatacidon, estabilizacién de la molécula, y
contribuyen a la unién con el factor X (FX).?° Los dominios C estan relacionados
estructuralmente con el factor V.

El dominio B esta codificado por el exdn 14, se extiende entre los aa 741-1 648, presenta
muchas caracteristicas que lo distinguen del resto. Siempre se pensé que este dominio,
gue se pierde casi en su totalidad durante la activacién del FVIII, apenas tenia alguna
funcion importante. En la actualidad se sabe que su presencia contribuye a multiples
funciones esenciales, como el control de la calidad de la sintesis, la secrecién, la unién
con los fosfolipidos plaquetarios, la inactivacién y el aclaramiento de la molécula
completa.?!

La trombina activa al FVIII en la posicion Arg 1689, 372 y 740 de la cadena pesada;
posterior a este momento, en la molécula se pierden las regiones acidicas y la afinidad
por el FvW.?° La secrecidn de esta molécula se produce a través de mecanismos
complgj%s donde se involucra el dominio B, el reticulo endoplasmico rugoso y el aparto de
Golgi.*”"

Se ha postulado que la inactivacion del FVIII ocurre por uno de estos 2 mecanismos: la
disociacidon espontanea del dominio A2, o a través de degradaciones proteoliticas por la
trombina, FIXa, FXa y el principal inactivador de los cofactores activados: la proteina C
activada (PCA). Esta ultima escinde a la molécula en las posiciones Arg 336 en el dominio
Al y en la Arg 562 del dominio A2.%1
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El aclaramiento del FVIII se produce a través del receptor endocitico hepatico, una
proteina relacionada con el receptor con la lipoproteina de baja densidad (LRP), mediante
un mecanismo muy novedoso mediado por el receptor de asialoglicoproteina ASGPR 1y 2,
abundantes en el tejido hepatico.*®?®

El gen del FIX se clon6 en 1982 y se secuencid en 1985.2%?° Este gen es mas pequefio y
estructuralmente simple que el gen del FVIII. Se encuentra ubicado en el brazo largo del
cromosoma X, en la regién Xq27-1,2, a solo 35 cM del locus del gen FVIII. Consta de 34 kb
y esta compuesto por 8 exones que se transcriben como un ARNm de 2,8 kb, de los que
1,4 kb son traducidos. El producto del gen es una serinproteina de 415 aa, vitamina K
dependiente que interviene junto con su cofactor no enzimatico FVIII en la activacién del
factor X de la coagulacién.?®?’

El ex6n 8 es el mayor, con 1,9 kb de longitud, representa casi la mitad de la regién
codificadora del FIX; el 50 % de las mutaciones se localizan en este exdén. Las
mutaciones descritas en el promotor se relacionan con las variantes de HB Leyden y
Branderburg.?® La regulacién de la transcripcion del FIX ha sido estudiada por diversos
grupos de trabajo.

Aproximadamente un tercio de las mutaciones que ocurren en la HB se han observado en
los dinucledtidos CpG, como ocurre en la HA. Alrededor de un tercio aparecen de novo,
consistente con la hipotesis de Haldane y contrario a la HA, se observa entre el 20-30 %
de casos con HB con un nimero pequefio de mutaciones debidas al efecto fundador.%2®

El FIX esta presente en la circulacién en una concentracién de 4-5 pg/mL con un tiempo
de vida media de aproximadamente 18-24 horas. Una variacién de 3 veces en la
actividad del FIX en el plasma, es normal. Es una molécula mas pequefia que la albumina
y se distribuye facilmente al espacio extravascular e intravascular.2®

Para lograr su actividad funcional, el FIX requiere de modificaciones postransduccionales
en el higado, antes de la secrecion del hepatocito. Ellas son: gamma-carboxilacion, beta-
hidroxilacién, remocidn del péptido sefial y propéptidos, adicion de carbohidratos,
sulfatacién y fosforilacién.2®

Esta molécula es sintetizada en el hepatocito, primero como una proteina acarboxi (en
ausencia de la vitamina K); posteriormente, a través de modificaciones bioquimicas, se
convierte en un zimdégeno gamma carboxilado que es secretado al plasma. La enzima
inactiva tiene un péptido sefial con un extremo amino (NH,) terminal, que dirige la
proteina al reticulo endoplasmico en el interior del higado. Después se encuentra la
secuencia guia que es reconocida por la gamma-glutamilcarboxilasa, responsable de las
modificaciones posteriores a la transduccion. Estas 2 partes de la molécula son removidas
antes de que la proteina sea secretada a la circulacién.?®

El FIX inactivo es una molécula monocatenaria que tiene un dominio Gla (12 residuos de
acidos gamma-carboxiglutémico) y un extremo aminoterminal. Esta es una caracteristica
de todos los factores vitamina K dependientes. La regidon Gla esta seguida por 2 dominios
tipo factor de crecimiento epidérmico, un péptido de activacién y por ultimo, presenta un
dominio catalitico responsable de la actividad enzimatica del factor. La gamma-
carboxilacion requiere vitamina K reducida, oxigeno y didéxido de carbono. El nimero
exacto de residuos Gla varia en cada proteina de este grupo. Después de estas
modificaciones, la regidon carboxiterminal (C-terminal) es reconocida por los procesos de
secrecion hepatica.

Las mutaciones que incrementan la carga de estas regiones resultan en disminucion de la
secrecion hepatica, con las consecuentes deficiencias de los factores dependientes de la
vitamina K.?’
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Como se observa, las regiones Gla son esenciales para la unién al Ca®*; esta unién
resulta en un cambio conformacional de la molécula que permite la exposicion de
residuos hidrofobicos y su anclaje a la membrana fosfolipidica de la plaqueta. De este
modo, el FIX se convierte en una molécula bicatenaria unida por puentes disulfuros. El
FVIIIa es el cofactor para que el FIXa exprese su actividad completamente y se produzca
una coagulacion eficiente.

El avance de los Ultimos 25 afios en los estudios moleculares y bioquimicos relacionados
con la hemofilia, ha permitido conocer las caracteristicas intrinsecas de los factores
VIII/IX, el mecanimo etiopatogénico de las complicaciones observadas y desarrollar
terapéuticas menos inmunogénicas para el tratamiento de estos pacientes. Estos
aspectos en combinacién con el desarrollo de programas de atencion integral al
hemofilico, han mejorado progresivamente la supervivencia, capacidad reproductiva y la
expectativa de vida de estos pacientes.
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