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Resumen 

ANTECEDENTES: Las hemofilias son genopatías recesivas ligadas al cromosoma X que 
sobrevienen por deficiencia en la producción de los factores de coagulación. El objetivo 
de este estudio fue determinar la inversión del intrón 22 del factor 8 de la coagulación 
en dos familias con hemofilia A y B y su repercusión clínica. 

MATERIALES Y MÉTODOS: Estudio observacional, descriptivo, que evaluó la alteración 
molecular en la inversión del intrón 22 en el gen que codifica para el factor VIII de la 
coagulación en tres familias con hemofilia A y B. Como control negativo se utilizaron 
individuos sanos. Se tomó muestra de sangre periférica de cada miembro de la familia 
y del paciente, se aislaron los leucocitos de los que se extrajo ADN. Se realizó por 
medio de la reacción en cadena de la polimerasa con desplazamiento inverso (IS-PCR) 
mediante restricción con la enzima BclII, los fragmentos digeridos fueron ligados con 
T4 ligasa y finalmente se realizó PCR inversa con primers específicos para los tipos 1 
y 2 de la inversión del intrón 22. 

RESULTADOS: En la familia 1, el paciente tuvo inversión del intrón 22 tipo 2, la madre 
fue positiva y portadora de ésta, una hija del paciente fue negativa a la inversión del 
intrón 22 y la otra positiva con tipo 2. En la familia 2 el paciente tuvo inversión del 
intrón 22 tipo 2, la hermana, madre y abuela del paciente eran portadoras de ésta y 
dos tías y una prima fueron negativas. En la familia 3, el paciente tenía hemofilia B 
moderada, dos hermanas y la madre fueron negativas para inversión del intrón 22. Los 
individuos sanos fueron negativos.

CONCLUSIONES: La inversión del intrón 22 tipo 2 fue la más frecuente en los pacientes 
con hemofilia A severa. La técnica de IS-PCR para el estudio de la inversión del intrón 
22 constituye una herramienta útil y confiable en el análisis de pacientes y familias 
afectadas con hemofilia A severa porque permite caracterizar en una sola muestra de 
sangre el tipo de inversión del intrón 22 (tipo 1 o 2) del paciente.

PALABRAS CLAVE: Hemofilia; factores de coagulación; PCR. 

Abstract

BACKGROUND: Hemophilias are recessive genopathies linked to the X chromosome 
that occur due to deficiency in the production of coagulation factors. The objective of 
this study was to determine the coagulation factor 8 intron 22 inversion (Inv22) in two 
families with hemophilia A and B and its clinical impact.

MATERIALS AND METHODS: Observational, descriptive study that evaluated the 
molecular alteration in intron 22 inversion in the gene that codes for coagulation fac-
tor VIII in three families with hemophilia A and B. Healthy individuals were negative 
controls. Peripheral blood samples were taken from each member of the family as well 
as from the patient, leukocytes were isolated from which DNA was extracted. In situ-
PCR was performed by restriction with the enzyme BclII, the digested fragments were 
ligated with T4 ligase and finally inverse PCR was performed with specific primers for 
types 1 and 2 of intron 22 inversion.
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ANTECEDENTES 

Las hemofilias son genopatías recesivas ligadas 
al cromosoma X que sobrevienen por deficiencia 
en la producción de los factores de coagulación, 
como el factor VIII en hemofilia A y el factor 
IX en hemofilia B. El cuadro clínico incluye 
hemartrosis, hematomas musculares profundos 
y hemorragias cerebrales en un 95%, aunque 
pueden afectar cualquier parte del cuerpo.1,2,3

La prevalencia mundial aproximada de la he-
mofilia A es de 1 por cada 10,000 varones, 
representa entre el 80 y el 85% de la población 
total y en México se estiman aproximadamente 
6300 casos al año; la cifra exacta se desconoce 
debido a que no existe un registro nacional me-
ticuloso y completo.4,5 

En el 70% de los casos es heredada, en el otro 
30% es consecuencia de una mutación de novo 
cuya alteración será transmitida a su descen-
dencia con el mismo patrón recesivo ligado al 
cromosoma X.6,7,8 La concentración funcional 

del factor permite clasificar la enfermedad en: 
grave: menos del 1% de la actividad del factor, 
moderada: del 1 al 5% de la actividad del factor 
y leve: del 5 al 40% de la actividad del factor. 
Entre los defectos moleculares implicados en el 
FVIII están las duplicaciones o eliminaciones, 
que abarcan uno o varios nucleótidos; el fenotipo 
de estos pacientes varía entre hemofilia mode-
rada y severa.2,9,10

Guo y su grupo analizaron la concentración 
molecular de 216 familias con hemofilia A me-
diante 3 técnicas diferentes: reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR), secuenciación de nueva 
generación y detección de ligandos múltiples.17 

Identificaron mutaciones en 209 familias; inver-
sión del intrón 22 en 89 e inversión 1 en 5. No 
hubo inversiones en 115 familias, 42 mutaciones 
de novo, 29 variaciones nulas y 13 sin sentido, 
demostrado por bioinformática.11,12

En otro estudio se reportó que en la hemofilia A las 
alteraciones moleculares impiden la producción 
del factor VIII, como la inversión del intrón 22, 

RESULTS: In family 1, the patient had intron 22 inversion type 2, the mother was posi-
tive and a carrier of Inv22 type 2; one the two daughters of the patient was negative 
for Inv22 and the other was positive for Inv22 with type 2. In family 2, the patient had 
Inv22 type 2, the patient’s sister, mother and grandmother were carriers of Inv22 type 
2, two aunts and a cousin were negative for Inv22. In family 3 the patient had moderate 
hemophilia B, two sisters and the mother were negative for Inv22. Healthy individuals 
were negative for intron 22 inversion. 

CONCLUSIONS: Inv22 type 2 was the most frequent in patients with severe hemo-
philia A. The in situ-PCR technique for the study of Inv22 is a useful and reliable tool 
in the analysis of patients and families affected by severe hemophilia A, since it allows 
the characterization of the type of intron 22 inversion (type 1 or 2) of the patient in a 
single blood sample.

KEYWORDS: Hemophilia; Coagulation factors; PCR.



13

Mendoza Salas I, et al. Identificación de la inversión del intrón 22

eliminaciones, mutaciones sin sentido, además 
de que se asocian con mayor frecuencia de in-
hibidores que aquéllos con eliminaciones.13,14,15

El objetivo de este estudio fue determinar la 
inversión del intrón 22 del factor 8 de la coagu-
lación en dos familias con hemofilia A y B y su 
repercusión clínica. 

MATERIALES Y MÉTODOS

Estudio observacional, descriptivo, que evaluó 
la alteración molecular en la inversión del intrón 
22 en el gen que codifica para el factor VIII de la 
coagulación en tres familias con hemofilia A y B.

Se incluyeron 2 familias con hemofilia A y una 
con hemofilia B, así como 20 donadores sanos, 
mayores de edad, previa firma del consentimien-
to informado y con expediente clínico completo.

Se recolectaron muestras heparinizadas de 
sangre periférica de pacientes con hemofilia; 
para aislar los leucocitos de los eritrocitos se 
utilizó un buffer de lisis para eritrocitos (Roche 
AppliedScience). Los leucocitos obtenidos se 
lavaron dos veces con PBS 1X pH 7.4 y se al-
macenaron a -80°C hasta su utilización para la 
extracción de ADN.

El aislamiento de ADN genómico se hizo 
mediante el reactivo DNAzol (DNAzol® Reagent-
Family, Life Technologies) siguiendo la técnica 
del distribuidor.

Detección de la inversión del intrón 22 por 
IS-PCR

Para la detección de la inversión del intrón 22 
en las familias con hemofilia se utilizó el pro-
tocolo descrito por Rosette y colaboradores. 
La digestión con la enzima de restricción BCl I 
(invitrogen) se hizo durante la noche. El ADN se 
extrajo en fenol, cloroformo y alcohol isoamílico 
y se precipitó en 0.3 mol/L KCl utilizado en el 

protocolo de Rosette y su grupo. La ligación del 
ADN se efectuó durante la noche con la ligasa 
de ADN T4 (Fermentas, Alemania) seguida de 
la amplificación por PCR del ADN ligado. El 
ADN ligado se amplificó en condiciones de PCR 
estándar utilizando los primers IU (intragénico 
río arriba; 5’-CCTTTCAACTCCATCTCCAT-3’), 
el primer ID (intragénico río abajo; 5’-ACA-
TACGGTTTAGTCACAAGT-3’) y el primer ED 
(extragénico río abajo; 5’-TCCAGTCACTTA-
GGCTCAG-3’). 

Brevemente, la PCR se llevó a cabo con 6 μL 
de ADN en un volumen de 25 μL, que contenía 
0.5 U de ADN polimerasa Taq (Promega), 0.6 μM 
de cada primer, 200 μM de desoxinucleótidos 
trifosfatos, 1.5 mM de MgCl2 y tampón de poli-
merasa Taq estándar [50 mM Tris-HCl (pH 9.0), 
50 mM NaCl, 0.1 μg/μL de albúmina de suero 
bovino]. El paso de desnaturalización inicial de 
2 min a 94 ºC fue seguido por 30 ciclos de 94 ºC 
durante 30 segundos, 55 ºC durante un minuto 
y 72 ºC durante 90 segundos; la extensión final 
fue a 72 ºC durante 5 minutos.

Análisis de restricción y electroforesis de 
productos de PCR

Los productos de PCR se analizaron mediante 
electroforesis en geles de agarosa al 1.5% teñidos 
con midigreen y con marcador de peso de Invi-
trogen. Las imágenes del gel se documentaron 
con una cámara digital (HP Photosmart 735) 
equipada con filtros ultravioleta y las intensida-
des de las señales electroforéticas se estimaron 
mediante el programa de análisis GelPro 3.2 
(Syrex).

RESULTADOS

Se analizaron 16 muestras derivadas de 3 fami-
lias con hemofilia, la separación de leucocitos 
de sangre periférica y el aislamiento del ADN se 
hizo mediante DNAzol (Invitrogen), se analizó la 
integridad del ADN mediante un gel de agarosa 
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En la familia 2, conformada por 7 miembros, el 
paciente con hemofilia A grave tuvo la inversión 
22, así como 4 portadoras, los demás carecían 
de tal alteración. Figura 4

Ninguno de los miembros de la familia con 
hemofilia B y de los 20 donadores sanos tuvo la 
inversión del intrón 22. Figura 5

DISCUSIÓN 

La hemofilia A y B son enfermedades crónicas 
hereditarias de la coagulación, la primera es la 
más común de todas; ambas constituyen un reto 

al 1% (Figura 1) y la concentración se cuantificó 
en un nanodrop (Thermo Scientific). 

Se utilizó un control positivo previamente repor-
tado para la estandarización de las condiciones 
de amplificación por medio de IS-PCR, los pro-
ductos amplificados se visualizaron en un gel de 
agarosa al 1%. Figura 2

Al evaluar la familia 1, conformada por 5 miem-
bros, se identificó la inversión del intrón 22 por 
IS-PCR en el paciente con hemofilia grave, así 
como en su madre y hermana, que fueron por-
tadoras de la enfermedad. Figura 3 

Figura 1. ADN de las familias con hemofilia.

1       2       3       4        5       6        7        8

Figura 2. Dos controles sanos de la amplificación del 
intrón 22 normal con 487 pb de producto de ligación 
sin purificar.

MPM: Marcador de peso molecular
IU-4: Normal 487 pb. Utilizando 4 µL de producto de
ligación sin purificar
2U-4: Tipo I
3U-4: Tipo 2
IU-4: Normal 487 pb. Utilizando 6 mL de producto de
ligación sin purificar
2U-4: Tipo I
3U-4: Tipo 2

Gel de agarosa al 29%

3U-62U-6IU-63U-42U-4IU-4

487 pb

MPM

600 pb

100 pb

Figura 3. Familia 1. Hemofilia A.
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importante a los sistemas de salud, debido a que 
el tratamiento patrón de referencia es la suple-
mentación del factor deficiente, con la finalidad 
de mantener concentraciones del factor en plasma 
y así evitar los episodios de hemorragias espon-
táneas y, en consecuencia, el daño articular.16,17 

El desarrollo de inhibidores es la complicación 
más adversa en el tratamiento de los pacientes 
con hemofilia, que impiden su efectividad, lo 
que aumenta su morbilidad y mortalidad drás-
ticamente, a pesar de que en todo el mundo 
se han llevado a cabo múltiples estudios que 
intentan establecer una causa contundente, 
como los diversos factores de riesgo genéticos 
y ambientales.18,19,20 

En este estudio se analizaron tres familias para 
identificar la inversión del intrón 22 en pacien-
tes con hemofilia A y B del gen que codifica al 
factor VIII. De las tres familias ninguna tenía 
antecedentes familiares genéticos, descritos pre-
viamente, lo que fue relevante para comprender 
los posibles mecanismos genéticos asociados 
con la aparición de la enfermedad en estas 
familias, así como el asesoramiento genético 
correspondiente. Los resultados mostraron la 
inversión del intrón 22 en los pacientes con 
hemofilia A, así como en las portadoras. 

Debido a la amplia heterogeneidad en los tipos 
de mutaciones que pueden afectar la funciona-
lidad y estructura del gen del FVIII, el proceso 

Figura 4. Familia 2. Hemofilia A.
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diagnóstico de la población de estudio se hizo 
partiendo del análisis de la inversión del intrón 
22 y, posteriormente, debería hacerse el abordaje 
de mutaciones missense, nonsense, inserciones, 
eliminaciones y de sitios de splicing, según re-
comendaciones de especialistas en el tema.22,23 

En un estudio efectuado en población mexicana 
se observó que el 29% de los pacientes positivos 
para la inversión del intrón 22 desarrollaron 
inhibidores; sin embargo, al considerar un pa-
ciente por familia y hacer un análisis cruzado, se 
obtuvo un valor de OR a partir de 14 pacientes 
que confirmó que la inversión del intrón 22 no 
se observó en esta población como un factor de 
riesgo del desarrollo de inhibidores (p = 1.0).23 

En un estudio efectuado en población china se 
asociaron grandes eliminaciones y mutaciones 
nonsense con altos títulos de inhibidores (57.1 y 
42.9%, respectivamente). La inversión del intrón 
22, pequeñas inserciones y eliminaciones mos-
traron altos títulos de inhibidores con frecuencia 
del 20, 21.4 y 37.5%, respectivamente.24

CONCLUSIONES

La inversión del intrón 22 de tipo II fue la más 
frecuente en los pacientes con hemofilia A 

severa. La técnica de IS-PCR para el estudio 
de la inversión del intrón 22 constituye una 
herramienta útil y confiable en el análisis de 
pacientes y familias afectadas con hemofilia A 
severa, porque permite caracterizar en una sola 
muestra de sangre el tipo de inversión del intrón 
22 (tipo I, II) del paciente.
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