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RESUMEN

El Factor von Willebrand circula en el plasma formando un complejo con el Factor VIII de coa-
gulación por enlaces no covalentes. Esta interacción evita la degradación enzimática del Factor 
VIII y asegura su transporte al lugar de formación del coágulo de fibrina. Debido a su estrecha 
relación, la disminución de la actividad de un factor puede afectar la actividad del otro, lo que 
genera un diagnóstico clínico equivocado en cuanto a qué enfermedad se padece, si Hemofilia 
A o Enfermedad de von Willebrand. Este estudio reporta el caso de una familia colombiana que 
según diagnóstico clínico de su fenotipo, padecía las dos enfermedades. Sin embargo, dicha 
familia carecía de un estudio genético que permitiera verificar y contrastar el diagnóstico que 
hacen las entidades de salud. Por tal razón, se realizó un diagnóstico genético por pruebas 
moleculares que detectan mutaciones, como las inversiones en los intrones 1 y 22 por PCR de 
fragmentos largos y la secuenciación del gen del Factor VIII, esta última no aplicada y publicada 
en Colombia hasta el momento. Se encontraron dos mutaciones sinónimas en los exones 14 
y 26 que no alteran la secuencia de aminoácidos en la proteína; por tanto, se descarta la pre-
sencia de Hemofilia A en la familia. Se plantea la posibilidad de un caso de Enfermedad de von 
Willebrand únicamente. El estudio demuestra la necesidad que hay en el país de ampliar las 
pruebas clínicas y de incluir el diagnóstico genético en casos de ambigüedad en el diagnóstico 
de estas coagulopatías. 
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ABSTRACT

Von Willebrand Factor circulates in plasma in a protein complex together with coagulation Factor 
VIII, joined by noncovalent bonds. This interaction prevents enzymatic degradation of Factor VIII 
and ensures its transport to the place of the fibrin clot formation. Because of their close relationship, 
decrease activity of one factor may affect the other one. The late generates a clinical diagnosis 
not very accurate for Hemophilia A or von Willebrand disease. We report here a Colombian 
family that apparently suffered the two diseases according to clinical diagnosis. However, the 
lack of a genetic study to verify and contrast the diagnosis made by health institutions, which 
is based on phenotype, only, can lead to a wrong classification of von Willebrand disease as a 
type of mild Hemophilia. The aim of this study was to confirm the clinical diagnosis in this family 
by molecular analysis. To achieve this, we identify the presence of Factor VIII gene inversions 
in introns 22 and 1 by LD - PCR and a general scan of the gene for frame shift mutations or 
stop codons through three family generations. Two synonymous mutations were found in exons 
14 and 26, so no changes were observed in the aminoacid sequences, fact that disregards the 
presence of Hemophilia A. This family could be a case of von Willebrand disease only. The use 
of molecular techniques to confirm the clinical diagnosis for bleeding disorders will improve 
adequate treatment and patient prognosis in Colombia.

Key words: Hemophilia A, Factor VIII, von Willebrand disease.

INTRODUCCIÓN

La Hemofilia A es un trastorno genético re-
cesivo ligado al sexo, que da como resultado una 
deficiencia en la actividad coagulante del Factor VIII 
del plasma, siendo la frecuencia de incidencia de 
1:5,000 y 1:10,000 varones nacidos vivos depen-
diendo de la población (1-3). La Enfermedad de von 
Willebrand; por su parte, es un trastorno hereditario 
autosómico en el que hay deficiencia o disfunción 
del Factor von Willebrand. La Enfermedad de von 
Willebrand afecta alrededor del 1% de la población 
mundial y se considera el trastorno de coagulación 
menos severo (4, 5). 

El gen del Factor VIII se ubica en el brazo largo 
del cromosoma X. Comprende 186 kb, 26 exones 
y 25 intrones, algunos de ellos muy grandes como 
el intrón 22 (16424 pb). Este gen tiene dos copias 
intragénicas (Factor VIIIA y Factor VIIIB) dentro del 
intrón 22 y dos copias extragénicas en la región 
telomérica que son altamente homólogas con las 
intragénicas (1). El gen del Factor von Willebrand 
se ubica en el brazo corto del cromosoma 12 en 
la posición p13.3, abarca 178 kb y constituye 52 
exones cuyo tamaño oscila entre 1.3kb (exón 28) 
y 40 pb (exón 50) (6). 

Tanto el Factor von Willebrand como el Factor 
VIII juegan un papel importante en la hemostasia para 
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formar un retículo de fibras de fibrina estable en los 
coágulos de sangre (7). El Factor von Willebrand 
circula en el plasma, estabiliza y forma un complejo 
con el Factor VIII por enlaces no covalentes (8). 
Esta interacción evita la degradación enzimática 
del Factor VIII y asegura su transporte al lugar 
de la formación del coágulo de fibrina, en donde 
promueve la adhesión y agregación plaquetaria 
al subendotelio. Allí el Factor VIII es activado a 
Factor VIIIa y actúa como cofactor para el Factor 
IX activado, el cual promueve un paso más en la 
cascada de coagulación sanguínea hasta formar 
el coágulo. 

En el último reporte de la Federación Mundial 
de la Hemofilia se identificaron 400.000 personas 
que viven con desórdenes de coagulación en 108 
países (5). En Colombia se calculan aproximadamente 
unos 2.800 pacientes. En el 2008, por ejemplo, se 
reportaron en el país, 1.658 pacientes con Hemofilia, 
1.255 con Hemofilia A, 272 con Hemofilia B y 131 
con Hemofilias de tipo desconocido. Sólo 1.446 
hemofílicos están registrados en la Liga Colombia-
na de Hemofilia, incluyendo 54 con desarrollo de 
inhibidores, 303 casos de Hemofilia B y 208 casos 
de Enfermedad de von Willebrand (9). 

La Enfermedad de von Willebrand en particular, 
es una anomalía tanto en la cantidad como en la 
estructura del Factor von Willebrand y se traduce 
en una alteración de la función plaquetaria en lo que 
respecta a su adhesión para formar el tapón blando 
o trombo blanco. Aunque el Factor von Willebrand 
actúa como transportador y estabilizador del Factor 
VIII, su principal función es participar en la función 
plaquetaria, concretamente en la adhesión de las 
plaquetas a las fibras de colágeno que quedan al 
descubierto tras una herida o daño endotelial, hecho 
que inicia una cascada de interacciones entre las 
plaquetas, el Factor von Willebrand y las glucopro-
teínas Ib/IX y IIb/IIIa, hasta unirse al fibrinógeno, 
para mediar la agregación plaquetaria irreversible 

(Anexo 1). En la actualidad, la clasificación de la 
Enfermedad de von Willebrand se realiza con base 
en la concentración plasmática del Factor von 
Willebrand, a la actividad biológica y a los patro-
nes de los multímeros. Factores como el sistema 
eritrocitario ABO del individuo pueden influir en la 
presentación y patología de la Enfermedad de von 
Willebrand. Aquellos individuos con grupo sanguíneo 
O tienen un nivel medio menor al de personas con 
otros grupos sanguíneos. A menos que el antígeno 
del Factor von Willebrand específico del grupo ABO 
referencie rangos habituales, los individuos del 
grupo O pueden ser diagnosticados erróneamente 
con Enfermedad de von Willebrand tipo 1. Algunas 
personas de grupo sanguíneo AB con un defecto 
genético del Factor von Willebrand pueden pasar por 
alto el diagnóstico porque los niveles son elevados 
debido a su grupo sanguíneo (10).

 
Cabe resaltar que desde el punto de vista del 

diagnóstico clínico las dos enfermedades son difícil-
mente distinguibles, pues las dos proteínas (Factor 
VIII y Factor von Willebrand) circulan juntas en la 
sangre y la disminución en la cantidad del Factor 
VIII también puede significar una disminución del 
Factor von Willebrand (11, 12). Tanto la Enfermedad 
de von Willebrand como la Hemofilia A presentan 
heterogeneidad alélica y expresividad variable (13). 
La expresividad variable, por ejemplo, es analizada 
dependiendo de la cantidad de Factor VIII o Factor 
von Willebrand en la sangre. Resultados del nivel 
de los Factores menores al 1% se clasifican como 
graves o severos, entre 1 a 5% moderados y entre 5 
a 49% leves para Factor VIII. En el caso del Factor 
von Willebrand, entre 5 y 60% son considerados 
casos leves para grupos sanguíneos A, B y AB; y 
entre 5 – 40% casos leves para el grupo sanguíneo 
O (14). Adicionalmente, las dos enfermedades se 
describen como hemorragias o hematomas fre-
cuentes o esporádicos sin causa aparente o ante 
un traumatismo en las superficies mucosas de nariz 
y boca. En casos severos, las hemorragias ocurren 
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en las articulaciones mayores de las extremidades 
(rodillas, tobillos y codos) y, en menor grado, en 
caderas, hombros y músculos grandes (15). Con 
frecuencia, las mujeres con Enfermedad de von 
Willebrand presentan menorragia y abortos con 
hemorragias severas (2, 16). Esto como conse-
cuencia de que dicha enfermedad puede afectar 
por igual a hombres y mujeres, a diferencia de la 
Hemofilia, que en la mayoría de los casos sólo es 
padecida por hombres.

La sintomatología aparentemente similar puede 
llevar a dar diagnósticos poco acertados de la con-
dición clínica de los pacientes. En algunos casos, 
incluso se puede llegar a diagnosticar Hemofilia, 
cuando quizás la enfermedad presente sea von 
Willebrand o viceversa. Adicionalmente, las entida-
des de salud hacen inferencias sobre el genotipo 
de los pacientes, atribuyéndoles el ser portadores 
o no de dichas enfermedades, sin corroborar los 
resultados de laboratorio con el correspondiente 
estudio genético. El presente trabajo estudió el 
primer reporte en Colombia de una familia con doble 
diagnóstico clínico de Hemofilia A y Enfermedad de 
von Willebrand y buscó comprobar genéticamente 
si dicho diagnóstico era cierto, basándose en el 
análisis molecular del Factor VIII. 

MATERIALES Y MÉTODOS

Muestra de estudio

La investigación tuvo como muestra una fami-
lia colombiana de tres generaciones entre los 6 y 
65 años con doble diagnóstico clínico (Figura 1), 
independientemente de su sexo, edad, posibles 
comorbilidades u otras características sociodemo-
gráficas. Se excluyeron aquellos parientes que no 
presentaran vínculo consanguíneo. Según diagnós-
tico clínico de las diferentes Entidades Promotoras 
de Salud, la familia presentaba: un niño con He-

mofilia A y  Enfermedad de von Willebrand (Figura 
1. Individuo III.1), (Anexo 2) una mujer que padece 
Enfermedad de von Willebrand (Figura 1. Individuo 
II.1) y una mujer portadora de Hemofilia A (Figura 
1. Individuo II.2). Los otros dos integrantes de la 
familia no habían sido diagnosticados clínicamente. 
Los miembros de la familia que participaron en el 
proyecto firmaron un consentimiento informado en 
el que autorizaron la toma de muestras de sangre 
y el uso de su material genético en este estudio. 
El presente trabajo fue aprobado por el Comité de 
Ética de la Universidad de Los Andes, según Acta 
211 de 2013. 

Toma de muestras

Se tomaron en tubos con EDTA dos muestras 
de sangre periférica a cada persona, por un profe-
sional de la salud autorizado, una para el diagnóstico 
clínico y otra para el diagnóstico genético. 

Figura 1. Genealogía de la familia objeto de estudio
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Diagnóstico clínico de las dos 
enfermedades

Para corroborar el diagnóstico clínico previo, 
se hizo un segundo diagnóstico clínico a los cinco 
miembros de la familia, esta vez no por cada Entidad 
Promotora de Salud, sino en un solo Laboratorio 
de Referencia en Hemostasia para garantizar que 
todas las pruebas se hicieran con las mismas téc-
nicas y tuvieran los mismos valores de referencia. 
Se solicitaron las mismas pruebas aprobadas por el 
Plan Obligatorio de Salud para estas coagulopatías: 
la actividad del FACTOR VIII (también llamada An-
tígeno plasmático del Factor VIII) y la actividad del 
Factor von Willebrand (también llamada actividad 
del coFactor ristocetina/del Factor von Willebrand 
FvW: RCo o FvW: Act) (17). 

Extracción de ADN

Una vez recolectadas las muestras, se aislaron 
de ellas 350 µl de leucocitos y se hizo extracción 
de ADN por el método de salting-out (18) utilizan-
do el kit de CorpoGen DNA2000. Se cuantificó la 
concentración de ADN mediante Nanodrop para la 
posterior amplificación. 

Diagnóstico genético de Hemofilia A

Con el fin de abordar el problema de dos 
enfermedades en la familia se buscó descartar 
genéticamente la presencia de Hemofilia A y con 
ello reducir el doble diagnóstico a una sola condición 
posible, Enfermedad de von Willebrand. El análisis 
molecular incluyó la detección de las dos mutacio-
nes más frecuentes en casos de Hemofilia A: las 
inversiones 1 y 22. Por otra parte, se estableció el 
genotipo del gen del Factor VIII en cada individuo, 
mediante amplificación por reacción en cadena de 
la polimerasa. 

Técnicas Moleculares para el diagnóstico 
genético de Hemofilia A

Inversiones de los intrones 1 y 22

La detección de las inversiones de los intrones 
1 y 22 fue el primer paso en el filtro de mutaciones, 
pues en el caso de la inversión 22 se encuentra 
en el 40 a 50% de los pacientes con Hemofilia A 
severa (19). Para detectarlas fue necesario usar 
una variación de la PCR, el análisis llamado Long-
Distance PCR, técnica basada en la Metodología 
de Liu et al. (20) y recientemente adaptada por 
Garcés-Gutiérrez (21). Así, se realizó la reacción 
con mezclas de parejas de primers de acuerdo con 
lo reportado por Polakova et al. (22). En la mezcla 
de PCR se usó el kit Platinum ® PCR SuperMix High 
Fidelity (Invitrogen) con los siguientes componentes 
ya incorporados: Taq DNA polimerasa, polimerasa 
termoestable de la especie Pyrococcus GB-D, 
Anticuerpo Platinum ® Taq; 66 mM Tris-SO4 (pH 
8.9); 19.8 mM (NH4) SO4; 2.4 mM MgSO4; 220 µM 
dNTPs y estabilizadores. Las condiciones de tem-
peratura para la LD-PCR fueron: una denaturación 
inicial de 94°C por 2 minutos, seguida de 40 ciclos 
de denaturación a 94°C por 30 seg, alineamiento a 
55°C por 30 seg y una extensión a 68°C por 13 min 
en cada ciclo. Los productos obtenidos se corrieron 
en un gel al 0,6% de agarosa a 80V por 3 horas.

Para la detección de la inversión del intrón 1 se 
usó el protocolo descrito por Bagnall et al. (23). Se 
usó la mezcla de primers 9cR, 9F e int1h-2F en la 
detección de la región int1h-1 y la mezcla int1h-2F, 
int1h-2R y 9F para la detección de la región int1h-2 
y se compararon sus productos de amplificación 
(Anexo 4). Para la mezcla de reacción se utilizó del 
mismo modo el kit Platinum ® PCR SuperMix High 
Fidelity (Invitrogen), pero en una PCR-multiplex en 
donde se colocaron al tiempo los cuatro primers 
antes mencionados (Anexo 3).
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Las condiciones de temperatura de la PCR-
multiplex para la inversión 1 contemplaron una 
denaturación inicial a 94°C por 30 segundos, seguida 
de 30 ciclos compuestos de una denaturación a 
94°C por 30 segundos, alineamiento a 55°C por 
30 segundos y una extensión a 68°C por 2 minu-
tos. Posteriormente, la observación y análisis de 
los productos esperados se realizó en un gel de 
agarosa al 1% y se corrió a 70V por 40 minutos.

Secuenciación del gen del Factor VIII

La secuenciación se realizó amplificando los 
26 exones con ayuda de los primers ya reportados 
en la base de datos http://hadb.org.uk/WebPages/
Database/Methods/keeneyprimers.doc. (Anexo 5) 
y bajo las siguientes condiciones de PCR: 95ºC 
por 2 minutos, seguido de 30 ciclos de 94ºC por 
30 segundos, 59ºC por 45 segundos y 72ºC por 
90 segundos. La extensión final fue de 72ºC por 5 
minutos. Finalmente, se realizó una electroforesis 
para evaluar los tamaños esperados para cada exón 
en un gel al 2% de agarosa a 70V por 40 minutos. 
Posteriormente, se secuenciaron los productos de 
la PCR por el método de Sanger. Los resultados 
observados en los 26 exones del gen de la familia 
estudiada fueron confirmados tres veces. Se repitieron 
las secuenciaciones con el Fordward y el Reverse.

Análisis de resultados

A través de la electroforesis y la posterior 
secuenciación, se observaron los fragmentos 
esperados para cada exón del Factor VIII. Con 
ayuda del programa CLC Main Workbench 7 se 
alinearon las secuencias de cada individuo con la 
secuencia consenso proporcionada por NCBI (24). 
Para conocer el posible efecto de dichas variacio-
nes se utilizaron tres software, SIFT, PROVEAN 
y SNPeffector, que permitieron predecir si la sus-
titución de un aminoácido o un indel tiene algún 
impacto en la función biológica de la proteína del 
Factor VIII (25). 

RESULTADOS

Se corroboraron los diagnósticos clínicos de los 
miembros de la familia de estudio en un solo Labo-
ratorio de Referencia en Hemostasia. De acuerdo 
con estos resultados y con el análisis hecho por el 
hematólogo de cada Entidad Promotora de Salud 
de los miembros de la familia, ninguno presenta 
un Factor VIII alterado, pero sí hay alteración en el 
FvW. Los tiempos de Protrombina y Tromboplas-
tina aunque no de forma relevante, se encuentran 
aumentados en algunos de ellos. (Tabla 1).

Tabla 1. Resultados de exámenes de un Laboratorio de Referencia en Hemostasia. Técnicas aplicadas: TP 
y TPT: Nefelometría centrífuga; FVIII: Coagulometría; FvW: Microelisa, Inmunoensayo por Turbidimetría. En 

naranja se muestran los resultados alterados. En rosado los valores de TP y TPT un poco aumentados.
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Para confirmar el nuevo diagnóstico clínico, 
en donde no hay presencia de Hemofilia A se hizo 
el diagnóstico genético del gen del Factor VIII. Ini-
cialmente se evaluó la presencia de las inversiones 
1 y 22 en la familia.

La inversión 1, que ocurre por secuencias ho-
mólogas, de aproximadamente 1Kb (Int1h) opues-
tamente orientadas y situadas hacia el extremo 5´ 
(upstream) en el intrón 1 y 200Kb del Factor VIII 
hacia el telómero Xq (26) (Anexo 4), no se presentó 
en ninguno de los miembros de la familia como se 
puede observar en la Figura 2 (banda de 1.0 Kb).

Por su parte, la inversión 22 resulta de un in-
tercambio recíproco entre secuencias homólogas 
de 9,5 Kb (int22h), una ubicada dentro del intrón 
22 del Factor VIII (int22h-1) y otras dos copias adi-
cionales de int22h (int22h-2 e int22h-3), ubicadas 
en posición telomérica, aproximadamente, a 400Kb 
hacia el extremo 5´ (upstream) del gen del Factor 
VIII (26) (Anexo 6). Para dicha inversión los cinco 

Muestra 4

12.0 kb

5.0 kb

Mezcla de 
Primers

Áreas génica de 
amplificación

Tamaño o 
producto esperado

Tipo de pacientes 
que lo presentan

P+Q Intragénica 12kb Sin inversión y 
portador

A+B Copia extragénica 9.8 kb Con y sin inversión

P+B Genes hibridos 
 por la inversión

11 kb Con inversión y 
portadoresA+Q 10.2 kb

Figura 3. Detección de la inversión 22. A la izquierda resultado obtenido para la mujer II.1 con banda de 
12 Kb para el carril con los primers P+Q y de 11 Kb para P+B. A la derecha arriba, resultado de bandas y 
tamaños esperados según la condición clínica. A la derecha abajo, gel de referencia de lo esperado. (19)

Figura 2. Detección de la inversión 1.  
Banda de 1.0 kb indica genotipo wildtype;  
es decir, que ningún miembro de la familia 

(muestras 1 a 5) presentan la inversión.

miembros de la familia obtuvieron bandas en los 
pozos 1 y 3 correspondientes a los primers P+Q 
y P+B, respectivamente, bandeo no concordante 
con el esperado para pacientes sanos, hemofílicos 
o portadoras (Figura 3).
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Figura 4. Polimorfismo en el exón 14 de tres miembros de la familia (individuos I.1:  
Secuencia 1EX14D, II.1: 4EX14D y II.2 3EX14D), cambio de una adenina por una citosina,  

variación tipo transversión, indicados con flechas naranjas diagonales.

El nuevo resultado obtenido para la inversión 
22 ratificó la necesidad de realizar la secuenciación 
general del gen del Factor VIII. Dicha secuenciación 
se logró hacer en los cinco miembros de la familia 
y se obtuvieron los tamaños de banda esperados 
para cada exón (Anexo 5). Los alineamientos rea-
lizados con el programa CLC Main workbench 7 
demostraron la presencia de solo dos variaciones 
en algunos miembros de la familia, rs1800292 y 

rs1050705, ya reportadas en bases de datos como 
NCBI, Kaviar y HAMSTeRS.

La primera variación identificada como 
rs1800292 se detectó en el exón 14 de los indi-
viduos I.1 (Secuencia 1EX14D), II.1 (4EX14D) y 
II.2 (3EX14D). En estas secuencias se observó un 
polimorfismo, un cambio de una Adenina por una 
Citosina (Figura 4). 

De acuerdo con los resultados arrojados por 
SIFT y PROVEAN, así como en el reporte de 
NCBI la variación no afecta la proteína, pues es 
de tipo sinónima y en consecuencia se mantiene 
el aminoácido serina (NP_000123.1:p.Ser1288=). 
Lo anterior indica que pese a que los miembros de 
la familia I.1, II.1 y II.2 sean mujeres heterocigotas 
con un alelo A y el otro C, la proteína del Factor VIII 
sigue teniendo la misma secuencia. El efecto sobre 

la proteína también se analizó en SNPeffect 3.4 en 
donde se ratificó el efecto sinónimo de la variación.

La segunda variación reportada en las bases 
de datos fue detectada en el exón 26. Esta variación 
denominada rs1050705, constituye una Variación 
R en donde cambia una Guanina por una Adenina. 
En los individuos I.2 (2Ex26D) y III.1 (5Ex26D) se 
observó la transición de una guanina por una  adenina 
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(sustitución de purina por purina). En los demás 
miembros de la familia se observa un polimorfismo 
con la presencia de los dos alelos, A y G (Figura 
5). De esta variación NCBI, SIFT, PROVEAN y 
SNPeffect 3.4 no cuentan con información respecto 

a una predicción del efecto sobre la proteína del 
FVIII, de ahí que en esta investigación se dé por 
primera vez un reporte del efecto sobre la misma. 
El codón con el alelo de referencia original es CUA 
y codifica para el aminoácido Leucina. 

Figura 5. Polimorfismo en forma de heterocigoto en el exón 26 de los cinco miembros  
de la familia, variación de tipo Transición, cambio de una Guanina por una Adenina.

El codón con el alelo alterno o mutado es UUA, 
lo que constituye una variación de tipo sinónima y 
neutral, pues se codifica también para el aminoácido 
Leucina. Lo anterior demostraría que tampoco esta 
variación tiene un efecto dañino sobre la proteína del 
FVIII. Los demás exones no presentaron ninguna 
variación en sus secuencias. 

DISCUSIÓN

En condiciones normales, el complejo Factor 
tisular – Factor VIIa es el responsable inicial de con-
vertir el Factor X en Factor Xa, el cual proporciona 
suficiente trombina para inducir la agregación local 
de las plaquetas y activación de los coFactores 
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Factor V y Factor VIII. Sin embargo, el Factor Xa 
es amortiguado por el inhibidor del Factor Tisular, lo 
que lo hace insuficiente para sostener la hemostasia. 
Solo la acción amplificadora del Factor IXa y Factor 
VIIIa sobre dicho Factor Xa permite que persista la 
misma (27). En el caso particular de las personas 
con Hemofilia A ó Enfermedad de von Willebrand, 
dichos mecanismos de coagulación sanguínea se 
ven alterados.

Al evaluar los niveles de los Factores VIII y von 
Willebrand junto con otros valores de referencia en 
la familia de estudio, se pudo evidenciar un diagnós-
tico clínico que se mantiene en algunos pacientes, 
pero que en otros no está soportado con el segun-
do diagnóstico clínico hecho durante el presente 
estudio. Así por ejemplo, la mujer diagnosticada 
como portadora de Hemofilia A (II.2) inicialmente 
presentaba el Factor VIII alterado, aunque su Factor 
von Willebrand y su TP y TPT eran normales. Los 
niveles de Factor VIII entre 28.2 y 34 la clasificaban 
como portadora de una Hemofilia leve, congruente 
con las manifestaciones clínicas de hematomas y 
hemorragias mucosas espontáneas. Sin embargo, 
tras el nuevo diagnóstico clínico se observa un nivel 
normal de Factor VIII. La mujer en mención presentó 
en los análisis previos niveles bajos del Factor VIII, 
que solamente se encontraron aumentados durante 
su embarazo. Para el caso de la mujer diagnosticada 
con Enfermedad de von Willebrand (II.1) se obser-
vó en las primeras y segundas pruebas clínicas el 
Factor VIII normal, pero continuaron alterados los 
niveles del Factor von Willebrand. Al igual que en 
la mujer II.2, durante el embarazo los niveles del 
Factor VIII aumentaron considerablemente, pero, 
el Factor von Willebrand permaneció bajo, contrario 
a lo esperado. Este fenómeno de aumento de los 
Factores durante la gestación es normal porque 
en esta etapa se producen diversos cambios en el 
sistema hemostático en general y en el fibrinolítico 
en particular, que tienen como finalidad prevenir 
una excesiva hemorragia en el parto. Los Factores 

vitamino-K dependientes se incrementan durante 
la gestación, especialmente el Factor VII. También 
aumentan el Factor VIII, Factor von Willebrand y 
sobre todo el fibrinógeno (28). 

El niño con el doble diagnóstico de Hemofilia 
A y enfermedad de von Willebrand (III.1), en sus 
primeras determinaciones de laboratorio presentó 
un nivel de Factor von Willebrand de 42,8 (valor 
de referencia de 60 - 150) y de Factor VIII de 45,7 
(valor de referencia de 50 - 150). En el nuevo 
diagnóstico solo se encontró alterado el Factor von 
Willebrand con un nivel de 37,8. Si el Factor VIII está 
directamente implicado en la vía intrínseca de la 
coagulación y ésta es medida en el laboratorio con 
los TPT parcial activado (2, 29), era de esperarse 
que estos valores aparecieran un poco prolongados 
en los individuos II.2 y III.2; sin embargo, el leve 
aumento de dicho tiempo no es relevante pues se 
aceptan hasta 4 segundos prolongados por encima 
del valor de referencia. Cabe destacar que solo se 
consideran críticos valores de TP mayores de 20 
segundos y de TPT mayores de 70 segundos (17), 
tiempos que no se dieron en la familia objeto de 
estudio. Los individuos I.1 y I.2 que previamente no 
habían sido analizados mostraron niveles normales 
de los dos factores, así como de TP y TPT.

El nuevo diagnóstico clínico basado en los 
resultados de laboratorio y en la apreciación de los 
hematólogos de las diferentes Entidades Promotoras 
de Salud de los individiduos, mostró en la familia 
de estudio un caso más de Enfermedad de von 
Willebrand, en donde se desvirtúa el doble diag-
nóstico preliminar. Pero para descartar la presencia 
de Hemofilia A a nivel genético se buscó primero 
detectar las inversiones en los intrones 1 y 22. De 
acuerdo con los resultados la familia no presenta 
la Inversión 1, que ha sido reportada en el 5% de 
los pacientes con Hemofilia A severa (19). Esto es 
congruente con las manifestaciones clínicas en la 
familia, pues ninguno de sus miembros presenta 
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un fenotipo severo con hemorragias espontáneas 
en articulaciones y músculos. 

Para el caso de la inversión 22, todos los indi-
viduos estudiados presentaron en las electroforesis 
banda en los carriles 1 y 3 que no permiten saber 
si se trata de personas hemofílicas, portadoras o 
sanas. Según Poggi, la inversión 22 es un producto 
de una recombinación homóloga entre la región 
intrónica y las regiones cercanas al telómero, lo 
que produce la traslocación de los exones 1 al 22 
a la región cercana al telómero en forma invertida 
(19). Se cree que el gen distal, mas telomérico, 
sería más inestable y proclive a la recombinación 
homóloga o que en las regiones adyacentes exis-
tirían secuencias que facilitarían el mecanismo de 
recombinación. Esto genera ausencia completa 
de expresión del Factor VIII y un fenotipo severo, 
que no es el caso de la familia estudiada. Es más, 
en los reportes existentes hasta el momento en la 
literatura no se evidencia ningún caso de inversión 
del intrón 22 en pacientes con fenotipo moderado 
o leve. Los pacientes con dicha inversión no pue-
den sintetizar un Factor VIII funcional dado que el 
gen está partido en dos y orientado en direcciones 
opuestas, por lo tanto es de esperar que todos los 
pacientes que presenten la inversión expresen un 
fenotipo grave (30). 

Para identificar posibles variaciones en el resto 
del gen que tuvieran algún efecto en el fenotipo y 
confirmaran la presencia de Hemofilia A, se hizo 
secuenciación de los diferentes exones. El tipo de 
mutación que se puede encontrar con esta técnica 
permite predecir la severidad de la enfermedad, en 
especial en los casos esporádicos o sin antecedentes 
familiares que corresponden a cerca de un tercio 
de los pacientes. La secuenciación permite conocer 
también portadoras, una de las aplicaciones más 
importantes del análisis del gen del Factor VIII, a 
quienes se les podría brindar consejo genético por 
parte de personal especializado, o en quienes se 

podría conocer la presencia de alelos con muta-
ciones en el gen del Factor VIII, así tengan niveles 
normales de actividad del Factor VIII y no sean 
detectadas dichas variaciones (19). 

Los alineamientos realizados con CLC Main 
workbench 7 demostraron la presencia de sólo 
dos variaciones en algunos miembros de la fami-
lia, rs1800292 y rs1050705. Según los gráficos de 
población, el alelo ancestral adenina (A) de la va-
riación rs1800292 podría provenir del noroccidente 
de Europa (0=0,261; A=0,717; C=0,022), y haber 
entrado con los eventos de colonización o migración 
a América. El cambio del codón AGU por AGC pudo 
haber aparecido inicialmente en población Emory; 
es decir, afroamericanos o caucásico-americanos 
donde la fijación del alelo C es total, pese a ser una 
transversión, mutaciones menos probables que las 
transiciones (C= 1,0). La población que por esencia 
ha sido heterocigota, presentando los dos alelos es 
la GAIT, correspondiente a españoles caucásicos, 
lo que demostraría la posible ancestría de la familia 
por linaje materno con dicha población (Figura 6).

La variación rs1050705 en el exón 26, por su 
parte, es el resultado de un cambio de una Guanina 
por una Adenina (NG_011403.1:g.191799G>A). 
Extrapolando dicha información a los gráficos de 
población, se evidenció que sólo la población Emory; 
es decir, afroamericanos o caucásico–americanos 
poseen el alelo de referencia o ancentral G con una 
fijación igual 1,0. En las demás poblaciones el alelo 
alterno o mutado se encuentra más frecuentemen-
te, incluso sin evidencia del alelo ancestral, lo que 
implicaría que dicha mutación no es rara, pues 
desde tiempo atrás, se ha fijado en las diferentes 
poblaciones, como en el caso de los Yorubas en 
Ibadan, Nigeria (YRI), europeos (ENSEMBL Venter 
y ENSEMBL Watson) y caucásicos (PGP), entre 
otras (Figura 7). Sólo la población GAIT, españoles 
caucásicos, presenta desde el inicio la condición 
heterocigota de A/G (0,488/0,512), tal como se 
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Figura 6. Frecuencia de los alelos de referencia y alterno en poblaciones reportadas en NCBI para la 
variación rs1800292. Se evidencia posible ancestría de la familia con población española caucásica

Figura 7. Frecuencia de los alelos de referencia y alterno en poblaciones reportadas en NCBI para la variación 
rs1050705. Se evidencia nuevamente posible ancestría de la familia con población española caucásica.
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observó en las mujeres de la familia (Figura 5, 
individuos I.1: Secuencia 1EX26D, II.1: 4EX26D y 
II.2 3EX26D), de ahí que la variación se vea en el 
alineamiento con el programa CLC Main workbench 
7 como una variación R. Lo anterior es el resultado 
de la doble carga cromosómica del X en las mu-
jeres, contrario a la única carga en los hombres 
que no permite observar heterocigotos, sino de 
una vez sustituciones cuando hay una variación. 
Esto se observó en los dos hombres de la familia 
objeto de estudio, en quienes es claro el cambio 
de Guanina por Adenina (Figura 5, individuos I.2: 
Secuencia 2EX26D y III.1: 5EX26D). Los datos de 
esta segunda variación evidencian nuevamente una 
posible ancestría de la familia con población española 
caucásica la cual sería interesante comprobar con 
análisis de marcadores informativos de ancestría. 

 
 De acuerdo con esta evidencia, podría suponer-

se que tanto el alelo de referencia como el mutado 
se encuentran fijados desde hace muchas genera-
ciones en alguna parte de la población colombiana; 
por tanto, no se puede asegurar que la mutación 
tenga linaje materno o paterno en la familia objeto 
de estudio ni que haya mutaciones espontáneas 
en las células germinales de los parentales. 

Los resultados del diagnóstico genético de-
mostraron que la familia estudiada no presenta 
variaciones que afecten la proteína del Factor 
VIII; por tanto, se desvirtúa el doble diagnóstico 
clínico y la presencia de Hemofilia en ella desde 
un punto de vista netamente génetico. La nueva 
genealogía de la familia propuesta a partir de este 
estudio (Figura 8), contempla solamente la Enfer-
medad de von Willebrand. Pese a que los nuevos 
resultados de laboratorio respecto a los niveles del 
Factor von Willebrand sólo mostraron alteración 
en los individuos II.1 y III.1 (madre e hijo), es muy 
probable que las mujeres I.1 y II.2 tengan también 
la enfermedad y por eso se proponen en el nuevo 

Figura 8. Nueva genealogía propuesta a partir del 
diagnóstico clínico, refutando la presencia de HA 

en la familia objeto de estudio.

diagnóstico como personas con sospecha, teniendo 
en cuenta la sintomatología que han presentado a 
lo largo de su vida.

Adicionalmente, es importante tener en cuen-
ta que un factor ambiental que puede afectar los 
niveles del Factor von Willebrand y del Factor VIII 
es el estrés. Así, los niveles plasmáticos de dichos 
factores aumentan entre dos y cinco veces durante 
el estrés fisiológico o el ejercicio. Algunos autores 
consideran que las hormonas tiroideas, epinefrina, 
estrógeno y progesterona son todas sustancias que 
incrementan los niveles del Factor von Willebrand. 
También varían durante el ciclo menstrual, la toma 
de anticonceptivos orales y el embarazo, como 
se mencionó anteriormente (6). Dichos factores 
ambientales deben contemplarse como factores 
importantes en la detección de la Enfermedad de 
von Willebrand en toda la familia. 
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Como el problema de investigación plantea-
ba la presencia de las dos enfermedades, se 
pensó en estudiar una de ellas con el propósito 
de comprobarla o descartarla a nivel molecular. 
La Enfermedad de von Willebrand no se analizó 
a nivel genético debido a que el gen del Factor 
von Willebrand es altamente polimórfico lo que 
complica su análisis genético (31) y muy extenso, 
con un tamaño de 178Kb y 52 exones (32). En la 
actualidad se carece de la suficiente información 
para lograr secuenciarlo, de ahí que se abordaran 
las dos enfermedades clínicamente, pero sólo la 
Hemofilia A a nivel genético. 

Es importante resaltar que de acuerdo con 
los resultados de laboratorio iniciales que tenía la 
familia y tras varios años de contar con el doble 
diagnóstico, hay un claro problema de diagnóstico 
clínico de las dos coagulopatías estudiadas y de 
calidad en las prácticas médicas, pues no todos los 
laboratorios tienen en cuenta los mismos valores 
de referencia y aplican las mismas pruebas para 
identificar la presencia o no de cierta enfermedad. 
Incluso ciertas pruebas no están cobijadas en el 
régimen de salud y por tanto los médicos tienen 
que basar su diagnóstico en las permitidas. Con 
base en lo anterior, es probable que en estudios 
de laboratorio anteriores, los individuos II.2 y III.1 
hayan sido diagnosticados con niveles de Factor 
VIII disminuidos cuando el factor que realmente 
estaba alterado era el Factor von Willebrand. De 
hecho, el gran problema que se presenta en esta 
familia es que los individuos no tienen los estu-
dios completos que de verdad se requieren para 
descartar desde un punto de vista clínico las dos 
coagulopatías, como por ejemplo, el coFactor de 
Ristocetina, agregación plaquetaria, microscopía 
electrónica plaquetaria, Factor XIII, retracción del 
coágulo y el tiempo de trombina (17). 

Se sabe de antemano que el Factor VIII se 
asocia con el Factor von Willebrand para que lo 

estabilice al unirse al dominio B y al N- terminal 
del dominio A3 del Factor VIII. El Factor von Wille-
brand evita la unión de una superficie fosfolipídica 
al Factor VIII, superficie que la proteína C activada 
necesita para poder degradarlo (33). El Factor von 
Willebrand se encuentra tan estrechamente rela-
cionado al Factor VIII que cuando se purifica éste 
último del plasma, se copurifica también el Factor 
von Willebrand y constituye casi el 95% del total de 
la proteína contenida. De hecho, el Factor VIII es un 
rastro en el plasma con una concentración de sólo 
0.2 mg/L (34). Esto concordaría con la posibilidad 
de que la familia clínicamente hablando, posea En-
fermedad de von Willebrand tipo 1 ó 2N, en la cual 
el Factor von Willebrand no se une al Factor VIII. Al 
no unirse, éste último no es estable y se degrada 
en el plasma por la proteína C activada. Al hacer 
el análisis del factor se asume que el Factor VIII 
no es funcional y se da el diagnóstico equivocado 
de Hemofilia A (35), situación que probablemente 
ocurrió con los individuos II.2 y III. Se asume que la 
familia objeto de estudio podría tener Enfermedad 
de von Willebrand tipo 1 o 2N porque en los dos 
tipos se consideran disminuciones de los niveles del 
Factor von Willebrand y Factor VIII; sin embargo, la 
tipo I que se hereda como un rasgo dominante, se 
diagnostica cuando son deficiencias cuantitativas 
parciales de los factores. La 2N o Normandía, un 
rasgo poco frecuente recesivo, es una deficiencia 
cualitativa que afecta la función de la proteína 
del Factor von Willebrand, situación muy cercana 
a la de algunos miembros de la familia (17). Se 
descarta la Enfermedad de von Willebrand tipo 
3 en la familia pues ésta consiste en la ausencia 
virtual de la proteína del FvW y tiende a generar 
un fenotipo severo (6). 

 
Saber específicamente si la familia presenta 

una Enfermedad de von Willebrand de tipo 1 o 2N 
depende de una serie de análisis de laboratorio 
más exhaustivos, que incluyan medidas cualitati-
vas y cuantitativas del Factor von Willebrand y del 
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Factor VIII. Entre algunas pruebas especializadas 
para confirmar la Enfermedad de von Willebrand 
como las mencionadas anteriormente, estarían las 
pruebas de agregación plaquetaria con diferentes 
agentes agregantes como Ristocetina y colágeno. 
La prueba de actividad del CoFactor de Ristoceti-
na en plasma puede determinarse a través de la 
aglutinación de una suspensión estandarizada de 
plaquetas en presencia del Factor von Willebrand 
utilizando el antibiótico ristocetina. La Enfermedad 
de von Willebrand está asociada a una reducción 
de la actividad del coFactor de la ristocetina y de 
forma generalizada se acepta que dicha prueba 
es el ensayo in vitro más útil para diagnosticar la 
Enfermedad de von Willebrand (36). Los análisis 
biológicos y clínicos deberán ir acompañados de 
un diagnóstico genético que permita comprobar 
mutaciones en el gen del Factor von Willebrand, 
lo que abriría la puerta a investigaciones futuras. 
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Anexo 1
Estructura del FACTOR VIII y el FvW y su acción en la cascada de coagulación. Parte de ella tomada de 

http://www.quimbiotec.com/Factor8.php y http://www.nhlbi.nih.gov/guidelines/vwd/2_scientificoverview.htm
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Anexo 2
Datos clínicos resumidos y detallados previos al estudio de la familia. En naranja se muestran  

los resultados alterados. Las fechas con asterisco indican condición especial de embarazo.

Individuo Fecha de examen Factor von Willebrand Factor VIII PT PTT Condición

II.1 
Mujer con EvW

Marzo de 2002 31 Normal
Valores de Referencia 60-150 50-150

Diciembre 15 de 2006 45,9 Normal 11,7 s. 33,2 s. Tres semanas de 
Embarazo

Valores de Referencia 60-150 50-150 10,9 s. 27 s.

Agosto 2 de 2007 91,2 231,4 Ocho meses de 
Embarazo

Valores de Referencia 60-150 50-150
Enero 9 de 2008 51,1 60,3 12 s. 28 s. Cinco meses post-parto

Valores de Referencia 60-150 50-150 10,9 s. 27 s.
Julio 31 de 2012 43 57,4 13,4 s. 31,9 s.

Valores de Referencia 60-150 50-150 14,1 s. 30,1 s.

III.1
Niño con HA y EvW

Diciembre 2 de 2008 42,8 45,7 4 meses de nacido
Valores de Referencia 60-150 50-150

II.2
Mujer portadora de 

HA

Marzo 17 de 2011 74,21 28,2 11,4 s. 27,3 s. 3 meses de Embarazo
Valores de Referencia 52-154 50-150 12,1 s. 25,4 s.

Junio 20 de 2011 101,49 105 11,2 s. 25,4 s. 6 meses de Embarazo
Valores de Referencia 52-154 50-150 11,3 s. 25,5 s.

Agosto 12 de 2011 105,12 115 8 meses de Embarazo

Valores de Referencia 52-154 50-150

Junio 7 de 2012 Normal 34
Valores de Referencia 52-154 50-150
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Anexo 3
Detalle de la secuencia de los primers usados en la detección de las inversiones  

1 y 22 del gen del FACTOR VIII de la coagulación.

Anexo 4
Esquematización grafica de la técnica LD PCR para la detección de la INV 1. A.  

Patrón de bandas en el gel de agarosa, según la mezcla de primers en cada caso. B.  
Representación gráfica de la técnica LD PCR en donde se muestra la ubicación del juego  

de primers en la detección y amplificación de las regiones int1h-1 e int1h-2. (21)
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Primer set
Primer sequences

(N13 F & R standard tails are in italics)
Product size (bp)

size inc. Tails

F8P2F
F8P2R

gtagcgcgacggccagtGAGCTCACCATGGCTACATTC
cagggcgcagcgatgacAATTTAAAACTATAAAGCGAGTCCTG

561
595

F8P1F
F8P1R

gtagcgcgacggccagtGGACCTAGGCCATGGTAAAGA
cagggcgcagcgatgacTGCAGAGCATTTTAAGGAACTTT

600
634

F8EX1F 
F8EX1R 

gtagcgcgacggccagtTAGCAGCCTCCCTTTTGCTA
cagggcgcagcgatgacCTAACCCGATGTCTGCACCT

480
514

F8EX2F 
F8EX2R 

gtagcgcgacggccagtCATTACTTCCAGCTGCTTTTTG
cagggcgcagcgatgacTTTGGCAGCTGCACTTTTTA

290
333

F8EX3F 
F8EX3R 

gtagcgcgacggccagtGCATGCTTCTCCACTGTGAC
cagggcgcagcgatgacGCCACCATTACAAAGCACAC

299
324

F8EX4F 
F8EX4R 

gtagcgcgacggccagtCATGTTTCTTTGAGTGTACAGTGG
cagggcgcagcgatgacTTCAGGTGAAGGAACACAAATG

372
406

F8EX5F 
F8EX5R 

gtagcgcgacggccagtTCTCCTCCTAGTGACAATTTCC
cagggcgcagcgatgacCCCATCTCCTTCATTCCTGA

259
293

F8EX6F 
F8EX6R 

gtagcgcgacggccagtGCGGTCATTCATGAGACACA
cagggcgcagcgatgacCCGAGCTGTTTGTGAACTGA

258
292

F8EX7F 
F8EX7R 

gtagcgcgacggccagtTGTCCTAGCAAGTGTTTTCCATT
cagggcgcagcgatgacAATGTCCCCTTCAGCAACAC

400
434

F8EX8F 
F8EX8R 

gtagcgcgacggccagtCACCATGCTTCCCATATAGC
cagggcgcagcgatgacATGGCTTCAGGATTTGTTGG

484
518

F8EX9F 
F8EX9R 

gtagcgcgacggccagtTTTGAGCCTACCTAGAATTTTTCTTC
cagggcgcagcgatgacGGTATTTTAGAAACTCAAAACTCTCC

300
334

F8EX10F 
F8EX10R 

gtagcgcgacggccagtTTCTTGTTGATCCTAGTCGTTTT
cagggcgcagcgatgacGCTGGAGAAAGGACCAACATA

250
284

F8EX11F 
F8EX11R 

gtagcgcgacggccagtCCCTTGCAACAACAACATGA
cagggcgcagcgatgacTTTCTTCAGGTTATAAGGGGACA

362
396

F8EX12F 
F8EX12R 

gtagcgcgacggccagtTGCTAGCTCCTACCTGACAACA
cagggcgcagcgatgacCATTCATTATCTGGACATCACTTTG

298
332

F8EX13F 
F8EX13R 

gtagcgcgacggccagtCATGACAATCACAATCCAAAATA
cagggcgcagcgatgacCATGTGAGCTAGTGGGCAAA

364
398

F8EX14AF 
F8EX14AR 

gtagcgcgacggccagtCTGGGAATGGGAGAGAACCT
cagggcgcagcgatgacATGTCCCCACTGTGATGGAG

567
601

F8EX14BF 
F8EX14BR 

gtagcgcgacggccagtGATCCATCACCTGGAGCAAT
cagggcgcagcgatgacGGGCCATCAATGTGAGTCTT

599
633

Anexo 5
Juego de primers para la secuenciación de los exones del gen del FVIII. 

Tomada de  http://hadb.org.uk/WebPages/Database/Methods/keeneyprimers.doc 
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F8EX14CF 
F8EX14CR 

gtagcgcgacggccagtAGCTCATGGACCTGCTTTGT
cagggcgcagcgatgacCATTCTCTTGGATTAATGTTTCCTT

695
729

F8EX14DF 
F8EX14DR 

gtagcgcgacggccagtTCCAAGCAGCAGAAACCTATT
cagggcgcagcgatgacAGTAATGGCCCCTTTCTCCT

595
624

F8EX14EF 
F8EX14ER 

gtagcgcgacggccagtGGATGACACCTCAACCCAGT
cagggcgcagcgatgacCCTTCCACGAGATCCAGATG

570
604

F8EX14FF 
F8EX14FR 

gtagcgcgacggccagtTCCCTACGGAAACTAGCAATG
cagggcgcagcgatgacTCACAAGAGCAGAGCAAAGG

686
720

F8EX15F 
F8EX15R 

gtagcgcgacggccagtTGAGGCATTTCTACCCACTTG
cagggcgcagcgatgacCCAAAAGTGGGAATACATTATAGTCA

299
333

F8EX16F 
F8EX16R 

gtagcgcgacggccagtCAGCATCCATCTTCTGTACCA
cagggcgcagcgatgacAAAGCTTCTTATTGCACGTAGG

468
502

F8EX17F 
F8EX17R 

gtagcgcgacggccagtcAGGTTGGACTGGCATAAAAA
cagggcgcagcgatgacCCCTGGATCAAGTCTCATTTG

397
431

F8EX18F 
F8EX18R 

gtagcgcgacggccagtTGGTGGAGTGGAGAGAAAGAA
cagggcgcagcgatgacAGCATGGAGCTTGTCTGCTT

362
396

F8EX19F 
F8EX19R 

gtagcgcgacggccagtAACCAATGTATCTCATGCTCATTTT cagggcgcagcgat-
gacGGAAGAAAGCTGTAAAGAAGTAGGC

248
282

F8EX20F 
F8EX20R 

gtagcgcgacggccagtTTTGAGAAGCTGAATTTTGTGC
cagggcgcagcgatgacGAAGCATGGAGATGGATTCATTA

228
262

F8EX21F 
F8EX21R 

gtagcgcgacggccagtCCACAGCTTAGATTAACCTTTCTCA
cagggcgcagcgatgacTGAGCTTGCAAGAGGAATAAGTAA

261
295

F8EX22F 
F8EX22R 

gtagcgcgacggccagtTCAGGAGGTAGCACATACAT
cagggcgcagcgatgacGTCCAATATCTGAAATCTGC

287
321

F8EX23F 
F8EX23R 

gtagcgcgacggccagtTTGACAGAAATTGCTTTTTACTCTG
cagggcgcagcgatgacTCCCCCAGTCTCAGGATAACT

294
328

F8EX24F 
F8EX24R 

gtagcgcgacggccagtACTGAGGCTGAAGCATGTCC
cagggcgcagcgatgacCCCAACCACTGCTCTGAGTC

250
284

F8EX25F 
F8EX25R 

gtagcgcgacggccagtTGGGAATTTCTGGGAGTAAATG
cagggcgcagcgatgacAAGCTCTAGGAGAGGTGGTATTTTT

300
334

F8EX26AF 
F8EX26AR 

gtagcgcgacggccagtCTGTGCTTTGCAGTGACCAT
cagggcgcagcgatgacTTCTACAACAGAGGAAGTGGTGA

557
591

F8EX26BF 
F8EX26BR 

gtagcgcgacggccagtGGAGAAACCTGCATGAAAGC
cagggcgcagcgatgacTTGGCCATCACAAATTTCAA

596
630

F8EX26CF 
F8EX26CR 

gtagcgcgacggccagtTGCAAATGTGCATTTTTCTGA
cagggcgcagcgatgacCCTCCAGCCCCCTTTACTAT

580
614

F8EX26DF 
F8EX26DR 

gtagcgcgacggccagtCCACCCCCATAAGATTGTGA
cagggcgcagcgatgacCTGAAGAAACCAGCAGGAAAA

580
614

F8EX26EF 
F8EX26ER 

gtagcgcgacggccagtCCCCAAAGGTGATATGGTTTT
cagggcgcagcgatgacTCAGTGTTCACATTTTTATTTCCA

230
264
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Anexo 6
Inversión 22. Esta imagen fue tomada de Mühle C, Zenker M, Chuzhanova N, Schneider H. Hum Mutat. 2007 
Oct;28(10):1045. En la figura los valores indican en tamaño de las regiones en kb, las letras P, Q, A, A2, A3 y B 
muestra los sitios de unión usados para la LD-PCR para la detección de la inversión relacionada con int22h. 
Las cajas negras representan los exones 1-22 y 23-26 del FVIII, las cajas grises indican las regiones que 
flanquean las copias extragénicas int22h2 e int22h3 que facilita la recombinación homóloga intergénica que da 
por resultado el primer evento. Los triángulos representan las secuencias Alu y L1 y su orientación. El proceso 
continua con la formación y estabilización del loop mediado por elementos de tipo Alu y L1, lo que permite la 
inserción de un fragmento externo al FACTOR VIII en este caso en el intrón 15, siendo este el segundo paso. 
El tercer paso lo constituye la recurrente recombinación entre las regiones int22h1 e int22h2 y el cuarto paso 
presumiblemente estaría compuesto por las deleción de exones del FVIII, contribuyendo a la complejidad del 
patrón resultante (21)


