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Resumo 

 

Hemofilia A, uma doença hemorrágica ligada ao cromossomo X, é causada 

pela deficiência ou disfunção do fator VIII da coagulação (FVIII). A doença resulta de 

alterações genéticas no gene do fator VIII (F8). Clinicamente, a hemofilia A é 

caracterizada por hemorragias em diferentes partes do corpo e o tratamento 

recomendado é a reposição do fator FVIII deficiente. O desenvolvimento de 

anticorpos inbidores para o FVIII é a principal complicação do tratamento. Estes 

anticorpos neutralizam a atividade do FVIII e, portanto invalidam a terapia. Os riscos 

para o desenvolvimento destes anticorpos são multifatoriais e envolvem fatores 

genéticos e ambientais. O objetivo deste estudo foi determinar as bases moleculares 

da hemofilia A grave e sua correlação com o desenvolvimento de inibidores em 

associação com o perfil sorológico par doenças virais. As análises moleculares 

consistiram da determinação da inversão do íntron 1 e do íntron 22 (inv1 e inv 22), 

além da determinação de outras alterações genéticas presentes na região 

codificadora de F8. Inicialmente, 150 pacientes, com hemofilia A grave (níveis de 

atividade de fator VIII inferior a 1%) registrados no Hemominas, foram selecionados 

para este estudo. Nós caracterizamos 50 pacientes, dos quais, 8 tinham inv1, 29 

tinham inv22 e os pacientes restantes apresentaram mutações sem sentido, 

mutações de sentido trocado e mutações de mudança de fase de leitura. 

Posteriormente, um grupo de 40 pacientes, registrados no hemocentro de Campinas 

e com diagnóstico molecular (32 tinham inv 22 e os pacientes restantes 

apresentaram mutações sem sentido, mutações de sentido trocado e mutações de 

mudança de fase de leitura) foram arrolados em nosso estudo. Informações a cerca 

de inibidores e perfil sorológico de 90 pacientes foram coletadas a partir de 

prontuários médicos. Dados moleculares e clínicos foram comparados por meio de 

análises estatísticas. As análises estatísticas não revelaram uma correlação positiva 

entre as diferentes categorias de mutação e a presença/ausência de inibidores sob 

influência do perfil sorológico. 
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Abstract 

 

Hemophilia A, an X-linked bleeding disorder, is caused by the deficiency or 

dysfunction of coagulation factor VIII (FVIII). The disease results from genetic 

alterations in the factor VIII gene (F8). Clinically, the HA is characterized by bleeding 

in various part of the body and the recommended treatment is the replacement of 

deficient FVIII. The development of inhibitory antibodies to the FVIII is the greatest 

complication in the management of hemophilia A. These antibodies neutralize the 

activity of FVIII and therefore invalidate the therapy. The risks for development these 

antibodies are multifactorial and involve genetic and environmental factors. The aim 

of this study was to determine the molecular basis of severe hemophilia A and its 

correlation with the development of inhibitors in association with the serological 

profile for viral diseases. The molecular analysis consisted of determining the intron 1 

and 22 inversions (inv1 and inv22) and other genetic alterations present in F8 coding 

region by sequencing. Initially, 150 patients with severe HA (factor VIII activity levels 

below 1%) registered in Hemominas treatment center were selected for this study. 

We characterized 50 patients, in whom 8 had inv1 and 29 had inv22. The remaining 

patients presented nonsense, missense and frameshift mutations.  Later, a group of 

40 patients, registered in Unicamp treatment Center and with molecular diagnosis 

(32 had inv22 and the remaining patients present nonsense, missense and frameshift 

mutations) were enrolled in our study. Information about inhibitors and serological 

profile of 90 patients were collected from medical records. Molecular and clinical date 

was compared using statistical analysis. Statistical analysis did not reveal a positive 

correlation between the different categories of mutation and the presence / absence 

of inhibitors under the influence of the serologic profile.  
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1 Introdução 

 
 
1.1 A coagulação na Idade Antiga 

“...Pois a alma da carne está no sangue” 
(Levítico 17:11) 

 

A associação do sangue com a vida é um dos conceitos mais primitivos da 

humanidade. Referências sobre sua importância podem ser encontradas em textos 

religiosos do Cristianismo, Judaismo e Islamismo, bem como em relatos de crenças 

e rituais de diversas culturas. O sangue sempre foi objeto do interesse de vários 

investigadores que, utilizando variadas formas de observação, intuição e 

experimentação, deram sua contribuição para a construção do que hoje entendemos 

deste fluido essencial à vida1,2. 

 Dentre os temas relacionados ao sangue que despertaram a curiosidade de 

investigadores, sem dúvida, a coagulação foi um dos mais fascinantes. As primeiras 

explicações para o fenômeno foram dadas pelos antigos filósofos Hipócrates (c. 400 

a.C.), Aristóteles (c. 350 a.C.) e Galeno (c. 130-200 a.C.) que relacionaram a 

coagulação a quatro teorias: a teoria do resfriamento, a teoria do contato com o ar, a 

teoria da perda da força vital e a teoria da perda do movimento. Estes conceitos 

permaneceram praticamente sem modificações por séculos e ainda exerceram 

influência no pensamento de vários investigadores3.  

 

1.2 A coagulação na Idade Moderna 

           “�The blood is the generative part, the fountain of life, the first to 
                                                                                                   live, the last to die, and the primary seat of the soul...” 

(Willian Harvey) 
 

Uma das significativas contribuições para o conhecimento da coagulação 

foram os trabalhos do médico e anatomista Willian Harvey que, em 1628, publicou 

sua obra “Exercitatio Anatomica de Motu Cordis et Sanguinis in Animalibus”. Nesta 

obra, conhecida como “de motu cordis”, Harvey fez postulações sobre a circulação 

do sangue e sua fluidez, considerando o coração como doador do espírito vital4.  

Graças aos conhecimentos sobre a circulação do sangue advindos dos 

trabalhos de Harvey, o médico italiano Marcello Malpighi publicou em 1661 a obra 

“De Pulmonibus”. Nesta, ele definiu o sangue como uma substância que flui 

continuamente através de artérias e veias, que contém um número infinito de 

partículas e que é constituída por duas partes diferentes, uma esbranquiçada, que 

denominou soro, e outra vermelha. Além disso, Malpighi teorizou que a fluidez do 
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sangue deve-se ao seu movimento incessante. Mais tarde, em 1666, Malpighi 

publicou a obra “De polypo Cordis”, onde fez referências ao líquido hemático 

resultante da lavagem dos coágulos sanguíneos, além de observações 

microscópicas sobre os corpúsculos avermelhados denominados de “atoma rubra” 

em referência às hemácias5,6 .  

 O século XVIII trouxe concepções fisiológicas para o fenômeno da 

coagulação. Uma delas foi demonstrada pelo médico Jean Louis Petit. Em 1731, ele 

descreveu coágulos em artérias lesionadas de indivíduos vivos, comprovando que a 

coagulação não era apenas uma ocorrência após a morte e que a mesma 

participava da contenção da hemorragia3.  

 Já na segunda metade do século XVIII, em 1770, o médico Willian Hewson 

combateu a teoria do resfriamento e comprovou experimentalmente que o frio, ao 

contrário do preconizado até então, inibia a coagulação. Além disso, demonstrou 

que a adição de alguns sais tornava o sangue incoagulável e que a coagulação 

ocorria na ausência de glóbulos vermelhos, consolidando a coagulação como uma 

propriedade do plasma. Esta propriedade foi denominada linfa coagulável, que seria 

mais tarde reconhecida como fibrinogênio7. 

 

1.3 A coagulação na Idade Contemporânea 

 

Ao longo do século XIX, ocorreram várias descobertas importantes no campo 

da coagulação e estas consolidaram o conceito de que a coagulação era um 

fenômeno do qual participavam diversas substâncias, algumas delas oriundas de 

tecidos.  Foram especialmente importantes as descobertas ocorridas a partir da 

metade do século, dentre elas: a proposição do fibrinogênio como precursor da 

fibrina (Rudolf Virchow, 1856), a descoberta da trombina (Alexander Schmidt, 1861), 

o isolamento do fibrinogênio em sua forma mais pura (Olav Hammerstein, 1877), a 

descrição da protrombina (Cornelis Pekelharing, 1888) e a descoberta da 

importância do íon cálcio no processo da coagulação (Maurice Arthus, 1890). Estas 

descobertas foram fundamentais para a elaboração da teoria clássica da coagulação 

publicada em 1905 por Paul Morawitz8.  

Segundo Morawitz, a coagulação ocorre em duas etapas, sendo que na 

primeira, ocorre conversão da protrombina em trombina mediante a ação do fator 

tecidual (FT) e presença de cálcio e na segunda, ocorre conversão do fibrinogênio 

em fibrina mediante ação da trombina9(Figura 1). 
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Figura 1. Representação esquemática da teoria clássica da coagulação proposta por 
Paul Morawitz em 1905. (Adaptada de Izaguirre-Ávila, 20059). 
 
 
1.3.1 O modelo da cascata da coagulação 
 

 Vários estudos sucederam-se ao longo da primeira metade do século XX e 

resultaram na descoberta de praticamente todos os componentes da coagulação. 

Dentre eles, a descoberta da vitamina K por (Henrik Dam, 1930) e o 

desenvolvimento de um método para comprovar a teoria de Morawitz (Armand 

Quick, 1930). Além da descoberta de outros elementos da coagulação: fator VIII 

(FVIII) (Arthur Patek, 1936), fator V (FV) (Paul Owren, 1948), fator XIII (FXIII) 

(Robbins e Laki, entre 1944 e 1948), fator VII (FVII) (André de Vries e Benjamin 

Alexander, 1949), fator IX (FIX) (Paul Aggeler, Irving shulman, Douglas Stuart e 

Macfarland, 1952), fator XI (FIX) (Robert Rosenthal, 1953), fator XII (FXII) (Oscar 

Ratnoff, 1954) e fator X (FX) (Cecil Hougie,1957). Até a metade da década de 1950, 

foram descobertos praticamente todos os fatores envolvidos na coagulação. 

Entretanto, discordâncias quanto à nomenclatura atribuída por diferentes 

pesquisadores levou à criação de um comitê internacional para a padronização da 

nomenclatura dos fatores da coagulação, cuja deliberação final ocorreu em 1958, na 

cidade de Roma10.  

 Uma vez que os fatores da coagulação já estavam descritos, o desafio para 

os pesquisadores seria a descoberta do papel de cada um destes fatores. Uma 

importante contribuição nesse sentido ocorreu em 1964, quando os conhecimentos 

obtidos até então, foram resumidos no modelo da cascata da coagulação proposto 

simultaneamente por dois grupos de pesquisadores, Oscar Ratnoff e Earl W. Davie 

dos Estados Unidos e Robert MacFarlane da Inglaterra11.  

 Segundo o modelo de MacFarlane, Davie e Ranoff, a coagulação do sangue 

consiste em uma série de reações enzimáticas onde zimogênios (fatores inativos da 

coagulação) são seqüencialmente ativados através de duas vias isoladas e 

independentes (via intrínseca e via extrínseca) que convergem para uma via comum 

até a formação do coágulo. A via intrínseca ocorre pela ativação de um fator de 
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contato, denominado fator de Hageman (FXII) enquanto a via extrínseca ocorre pela 

ativação do FVII e FT12,13 (Figura 2). 

 

 
Figura 2. Representação esquemática do modelo da cascata da coagulação. Os 
fatores da coagulação estão representados em algarismos romanos e suas 
respectivas formas ativas estão acompanhadas da letra “a”. Linhas vermelhas, azuis 
e verdes representam as reações das vias intrínseca, extrínseca e comum, 
respectivamente. CAPM, cininogênio de alto peso molecular; pC, pré-calicreína; C, 
calicreína; FL, fosfolípides; FT, fator tecidual; Ca++, íon cálcio. (Dados compilados a 
partir de Spronk et al., 200314 e Riddel et al., 200715). 
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          A partir da segunda metade do século XX, foram descobertos outros 

componentes relacionados com a coagulação, tais como o sistema fibrinolítico e as 

vias de regulação da coagulação: via da antitrombina (AT-III), o sistema proteína C 

(PC) / proteína S (PS) / trombomodulina e o inibidor da via do fator tecidual (TFPI). 

Além disso, a descoberta das inúmeras relações entre a coagulação e outros 

sistemas de defesa do organismo, como a inflamação, o sistema de complemento e 

a regulação do tônus e crescimento vascular ampliaram o papel fisiológico da 

coagulação. Em paralelo, os avanços nos campos da genética, bioquímica e biologia 

molecular possibilitaram, ao final do século XX, reunir um extenso conhecimento 

sobre as proteínas do sangue que participam da hemostasia e, por conseguinte, 

elucidar a fisiopatologia de várias doenças hemorrágicas e trombóticas10 (Tabela 1). 

 
Tabela 1. Proteínas envolvidas no processo da hemostasia com respectivas 
localizações cromossômicas, local de expressão, localização e função. 

Componente Cromossomo Local de expressão Localização Função 

I / Fibrinogênio 4 Fígado Plasma Precursor 

II / Protrombina 11 Fígado Plasma Zimogênio 

III / FT 1 Células extravasculares Subendotélio Cofator 

IV / Íon cálcio * * Plasma Cofator 

V/ Pro-acelerina 1 Fígado Plasma Cofator 

VII / Pro-convertina 13 Fígado Plasma Zimogênio 

VIII / Fator anti-hemofílico X Fígado Plasma Cofator 

IX / Fator de Christmas X Fígado Plasma Zimogênio 

X / Fator de Stuart-prower 13 Fígado Plasma Zimogênio 

XI / Antecedente 
Tromboplastina Plasmática 

4 Fígado Plasma Zimogênio 

XII / Fator de Hageman 5 Fígado Plasma Zimogênio 

XIII / Fator Estabilizante da 
fibrina 

1, 6 Fígado Plasma Zimogênio 

Fator de Von Willebrand 12 Endotélio/megacarócitos Plasma Carreador 

Pré-calicreína / Fator de 
Fletcher 

4 Fígado Plasma Zimogênio 
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Fatores da coagulação estão representados em algarismos romanos. (*), não se 
aplica. (Dados compilados a partir de Patrushev, 200216; Butenas & Mann, 200217 e 
Lichtman et al., 200118). 
 

1.3.2 O novo modelo da coagulação 

 

Embora o conceito da cascata da coagulação tenha representado um 

significativo avanço na compreensão da coagulação e tenha servido por muitos anos 

como um modelo útil, estudos clínicos e observações experimentais mais recentes 

demonstraram que este modelo não explica adequadamente os mecanismos que 

levam à hemostasia in vivo e também não fornece informações suficientes da 

fisiopatologia do sistema hemostático19. 

Pacientes com deficiências de FXII, de PC, ou CAMP não apresentam 

tendências hemorrágicas, embora a deficiência destes componentes altere 

significativamente os ensaios de coagulação in vitro, em especial, o tempo de 

tromboplastina parcial ativado (TTPA)20 

Por outro lado, o modelo da cascata da coagulação não explica a tendência 

hemorrágica nas deficiências de FVIII e FIX, considerando que a via extrínseca 

Cininogênio de Alto Peso 
Molecular/Fator de Fitzgerald 

3 Fígado Plasma Cofator 

Trombomodulina 20 Endotélio Endotélio Cofator 

Antitrombina III 1 Fígado/endotélio Plasma Inibidor 

Proteína C 2 Fígado Plasma Zimogênio 

Proteína S 3 Fígado Plasma 
Inibidor 
Cofator 

Inibidor da via do fator 
tecidual 

2 Endotélio Plasma Inibidor 

Plasminogênio 6 Fígado Plasma Zimogênio 

Alfa2 antiplasmina 18 Fígado Plasma Inibidor 

Ativador do plasminogênio 
tecidual 

8 Vários tecidos 
Fluidos 

Extracelulares 
Cofator 

Ativador do plasminogênio 
uroquinase 

10 Vários tecidos 
Fluidos 

Extracelulares 
Cofator 

Inibidor do ativador de 
plasminogênio 1 

7 Tecido adiposo Plasma  Inibidor 

Inibidor do ativador de 
plasminogênio 2 

18 Placenta Plasma Inibidor 

Receptor do ativador do 
plasminogênio uroquinase 

19 Macrófago/monócito Membrana cofator 
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intacta poderia ser um caminho alternativo para a geração de trombina21. Da mesma 

forma, pacientes com deficiência de FVII também exibem tendências hemorrágicas 

apesar da via intrínseca estar preservada. Estas colocações demonstram que é 

pouco provável que a vias intrínseca e extrínseca operem de modo independente in 

vivo22. Em função destas observações, foi proposto um novo modelo para a 

coagulação, enfatizando a hemostasia enquanto processo in vivo que será discutido 

adiante.  

 

1.4 A hemostasia  

 

A hemostasia é um mecanismo de defesa fisiológico que mantém a 

integridade anatômica e funcional do sistema vascular. Sua função é manter o 

sangue em estado fluido, além de responder rapidamente ao dano vascular, por 

meio da formação de um tampão hemostático prevenindo a hemorragia23,24.  

Este mecanismo dinâmico envolve o equilíbrio entre sistemas 

pró/anticoagulantes e sistemas pró/antifibrinolíticos, prevenindo tanto a hemorragia 

quanto a formação de trombos na luz vascular (Figura 3).  

 

    

Figura 3. Representação esquemática dos sistemas hemostáticos que contribuem 
para o equilíbrio da hemostasia. (Adaptado de Adams et al., 200724). 
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Os eventos hemostáticos que ocorrem em resposta ao dano vascular, 

indiferente de sua natureza, envolvem processos biológicos interligados, dos quais 

participam componentes da parede do vaso sanguíneo, incluindo células endoteliais 

e subendotélio, e componentes do sangue incluindo as células sanguíneas, os 

fatores de coagulação e as proteínas fibrinolíticas e anticoagulantes25,15.  

Embora os processos fisiológicos envolvidos no sistema hemostático sejam 

dinâmicos e inter relacionados, eles são didaticamente divididos em três estágios: a 

hemostasia primária, a hemostasia secundária e a hemostasia terciária, 

respectivamente, relacionados à adesão/agregação plaquetária, coagulação e 

fibrinólise26.  

 
1.4.1 A hemostasia Primária 
 

A hemostasia primária envolve principalmente o endotélio vascular, as 

plaquetas, as proteínas de adesão e seus receptores. O endotélio vascular é 

formado por uma monocamada de células que controlam as trocas seletivas entre as 

moléculas do sangue e tecidos extras vasculares. Além disso, desempenha um 

papel ativo na regulação da patência vascular por meio da expressão de moléculas 

pró e anticoagulantes27 (Figura 4). 

 

       
Figura 4. Representação esquemática das funções metabólicas e de síntese da 
célula endotelial. LDL, lipoproteína de baixa densidade; MHCII, Complexo Principal 
de Hitocompatibilida de Classe II. (Adaptado de Galley & Webster, 200427).  
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A superfície luminar do endotélio normal exibe propriedades antitrombóticas 

em função da: 1) exposição de glicosaminas “heparin-like” carregadas 

negativamente e fosfolípides neutros na camada externa das membranas das 

células; 2) secreção de inibidores de plaquetas incluindo prostaciclinas e óxido 

nítrico; 3) secreção de inibidores da coagulação, como trombomodulina, PS e TFPI 

4) secreção de ativadores da fibrinólise como o ativadores do plasminogênio tecidual 

(u-PA e t-PA)28. 

 Quando ativadas por lesão tecidual ou estímulo agressivo como citocinas 

inflamatórias, endotoxinas ou hipóxia, as propriedades antitrombóticas das células 

endoteliais convertem-se em propriedades protrombóticas, caracterizada pela 

exposição de FT, fosfolípides aniônicos na superfície externa da membrana celular, 

secreção de ativadores de plaquetas, exposição de receptores para fatores e 

cofatores de coagulação e secreção de inibidores da fibrinólise. Adicionalmente, o 

subendotélio possui componentes altamente trombogênicos, como colágeno, fator 

de  von Willebrand (FvW) e outras moléculas envolvidas na adesão/agregação 

plaquetária29.  

As plaquetas são pequenos fragmentos celulares anucleados produzidos a 

partir da protusão citoplasmática dos megacariócitos da medula óssea. Elas são 

liberadas na circulação com pró-plaquetas e, por aproximadametne 10 dias, circulam 

no sangue como sentinelas da integridade vascular30.  

A membrana citoplasmática das plaquetas tem estrutura trilaminar, sendo 

constituída por bicamada fosfolipídica enriquecida de colesterol, glicolipídeos e 

glicoproteínas que atuam como receptores. Internamente, as plaquetas são 

constituídas por um complexo sistema de membranas, estruturas de citoesqueleto 

(microtúbos e microfilamentos) e organelas que incluem peroxissomos, pequeno 

número de ribossomos, mitocôndrias, lisossomos e vesículas especializadas, 

grânulos densos e grânulos alfa cujos distintos componentes têm papel crítico na 

função plaquetária31.  

Mais de 300 proteínas são integrantes dos grânulos plaquetários. Grânulos 

densos contêm principalmente difosfato de adenosina (ADP), trifosfato de adenosina 

(ATP), serotonina e cálcio. Grânulos alfa contêm, dentre outros componentes,  FvW, 

fator 4 plaquetário, fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF), fibrinogênio, 

fibronectina, vitronectina, trombospondina plaquetária, FV e P-selectinas32.  

O FvW e fibrinogênio são as principais proteínas adesivas envolvidas na 

hemostasia primária. O FvW é uma glicoproteína multimérica sintetizada pelas 
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células endoteliais e pelos megariócitos33. Ele é estocado nos corpos de Weibel-

Palade das células endoteliais e em grânulos alfa de megacariócitos e plaquetas, 

além de estarem presentes no plasma circulante34.  

O fibrinogênio é uma glicoproteína solúvel composta por três pares de 

cadeias polipeptídicas, alfa, beta e gama. É sintetizado predominantemente no 

fígado e secretado para o plasma, onde tem uma meia-vida de cerca de 100 horas35. 

Os eventos da hemostasia primária são desencadeados em resposta a um 

dano à parede vascular. A primeira resposta ao dano vascular é a constrição 

muscular da parede do vaso que é mediada por três mecanismos: espasmos 

neurogênicos, esfíncteres pré-capilares e espasmo de ordem humoral, cujo objetivo 

é reduzir o fluxo sanguíneo no local da lesão36.  

Durante a fase inicial, as plaquetas rolam, aderem e cobrem o subendotélio 

com uma monocamada de plaquetas. Durante esta fase de rolagem, a adesão é 

mediada pela interação entre glicoproteínas presentes na superfície da membrana e 

componentes do subendotélio. Inicialmente ocorre a interação do complexo de 

glicoproteínas Ib/V/IX (GPIb/V/IX) com o FvW e, em seguida, ocorre a interação da 

glicoproteínas VI (GPVI) e  glicoproteína Ia (GPIa) com o colágeno, no sítio do dano 

vascular37,38(Figura 5). 

  O complexo GPIb/V/IX liga-se a outras proteínas adesivas como colágeno, 

trombospondina, CAMP, FXI e FXII. A interação entre glicoproteínas plaquetárias e 

componentes do endotélio desencadeiam eventos de sinalização intracelular que 

induzem a liberação de mediadores secundários como o ADP, tromboxano A2 

(TXA2) e serotonina. Além destes, traços de trombina gerada localmente interagem 

com receptores específicos da superfície das plaquetas e desencadeiam eventos de 

sinalização intracelular que promovem a completa ativação plaquetária. Esta 

ativação inclui essencialmente a modificação morfológica da plaqueta e a conversão 

do receptor de glicoproteína IIb/IIIa (GPIIb/IIIa) para uma forma ativa, que passa a 

ter afinidade com fibrinogênio e FvW produzindo pontes estáveis entre as plaquetas 

e assegurando a agregação plaquetária39,40 (Figura 5).  

 

1.4.2 A hemostasia secundária 

 

A hemostasia secundária é hoje compreendida sob a visão de um modelo que 

enfatiza a coagulação enquanto um processo in vivo. De acordo com o modelo 

celular da hemostasia, a coagulação é dividida em três etapas sobrepostas: 
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iniciação, amplificação e propagação. Este modelo tem como ênfase o papel de 

células como fonte de FT e os fosfolípides de superfície para integração dos 

complexos enzimáticos41-43 (Figura 6).  

 

 
Figura 5. Representação esquemática dos principais eventos da hemostasia 
primária. GP, glicoproteína. (Adaptado de Angiolillo et al., 201037  e Andrews e 
Berndt, 200838).  
 

 

Figura 6. Representação esquemática do modelo celular da coagulação, mostrando 
as fases da iniciação, amplificação e propagação. Os fatores da coagulação estão 
representados em algarismos romanos e suas respectivas formas ativas estão 
acompanhadas da letra “a”. FT, fator tecidual; TFPI, Inibidor da via do fator tecidual; 
FvW, fator de von Willebrand. (Adaptado de Dougald e Hoffman, 200243).  
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O FT, também conhecido como fator III da coagulação ou tromboplastina 

tecidual, é uma glicoproteína transmembrana constitutivamente expressa por muitas 

células extra vasculares. Ele possui altos níveis de expressão no coração, cérebro, 

pulmão, testículos, placenta e rins. Além disso, há relatos contraditórios sobre a 

síntese de FT em células do sangue e sobre a presença ou ausência de 

funcionalidade no sangue circulante, quer como proteína solúvel, quer como 

micropartículas44,45 .  

A fase de iniciação é marcada pela exposição do FT e por subsequente 

interação com o FVII endógeno presente na circulação. O FT atua como receptor e 

cofator para a ativação do FVII e o complexo FT/FVII ativado (FT/FVIIa) resultante 

catalisa a ativação do FX e do FIX46,47. O FIX ativado (FIXa) e o FX ativado (FXa), 

formados na superfície das células que expressam FT, possuem distintas e 

separadas funções na iniciação da coagulação. O FIXa não atua sobre a superfície 

das células contendo FT, mas pode difundir-se para superfície das plaquetas 

ativadas próximas ao sítio da lesão vascular. Já o FXa pode ativar proteoliticamente 

o FV plasmático. A interação de FXa e FV ativado (FVa) resulta em produção de 

quantidades pequenas de trombina. A quantidade de trombina inicialmente gerada é 

insuficiente para a formação do coágulo, mas é suficiente para retroalimentar a 

coagulação através da ativação dos FV, FVIII e de receptores da superfície 

plaquetária48 (Figura 6). 

A fase de amplificação inicia-se a partir da interação da trombina com 

receptores plaquetários. Embora as plaquetas já estejam aderidas ao subendotélio e 

parcialmente ativadas, a interação da trombina com o receptor ativador de protease 

1 (PAR-1) resulta na liberação de FV parcialmente ativado (presente nos grânulos 

alfa) para a superfície plaquetária. O FV parcialmente ativado é rapidamente 

convertido para a forma completamente ativa por ação da trombina ou do FXa. 

Remanescentes de trombina ligados a outros receptores, como GPIb/IX, 

permanecem ativos e podem ativar outros fatores presentes na superfície 

plaquetária. O complexo FvW/FVIII, aderido à superfície da plaqueta, é dissociado  

promovendo a ativação do FVIII (FVIIIa) que permaneçe ligado à superfície 

plaquetária49(Figura 6).   

As plaquetas, completamente ativadas em associação com o FVa e FVIIIa, 

promovem a montagem dos complexos coagulantes durante a fase de propagação. 

O FIXa associa-se ao seu cofator, FVIIIa, e em presença de fosfolípides plaquetários 

e íon cálcio, forma o complexo tenase, que converte mais FX a FXa. FXa, por sua 
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vez,  associa-se ao seu cofator, FVa, e em presença de fosfolípides plaquetários e 

íon cálcio, forma o complexo protrombinase. Este complexo é capaz de converter 

protrombina em trombina em quantidades suficientes para converter fibrinogênio em 

fibrina, e ainda ativar FXIII (FXIIIa), que por sua vez, promove a estabilização da 

rede de fibrina. Adicionalmente, a geração de trombina pode converter FXI a FXIa, 

que pode converter mais FIX a FIXa, levando à formação de quantidade adicional de 

trombina50 (Figura 6). 

 
1.4.3 A hemostasia terciária ou fibrinólise 
 

A última etapa da hemostasia refere-se à lise do coágulo formado após o 

reparo tecidual. Esta ação é realizada pelo sistema fibrinolítico, que envolve 

basicamente a proenzima inativa plasminogênio (Plg) e seus respectivos ativadores, 

o ativador do plasminogênio tecidual (t-PA) e o ativador de plasminogênio 

uroquinase (u-PA), os inibidores da ativação de Plg, o inibidor do ativador de 

plasminogênio-1(PAI-1) e o inibidor do ativador de plasminogênio-2 (PAI-2), os 

inibidores da plasmina (Pln), a α2-antiplasmina (α2-AP) e a α2-macroglobulina (α2-

MG) e o inibidor do sistema fibrinolítico, o inibidor fibrinolítico ativado por trombina 

(TAFI)51 (Figura 7).  

 

Figura 7. Representação esquemática da degradação da fibrina pelo sistema 
fibrinolítico. t-PA, ativador de plasminogênio tecidual; u-PA, ativador de 
plasminogênio uroquinase; PAI-1, inibidor do ativador de plasminogênio 1; α2-AP, α2-

antiplasmina; PDF, produto de degradação da fibrina; TAFI, inibidor fibrinolítico 
ativado por trombina. As linhas pontilhadas indicam inibição e as linhas cheias 
ativação das vias. (Adaptado de Rijken e Lijnen, 200952). 
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A fibrina não é um substrato passivo, pois uma vez formada, atua como 

cofator para a conversão de Plg a Pln, o principal mediador da fibrinólise. A fibrina, 

uma vez formada, expõe sítios crípticos que apresentam resíduos de lisina 

carregados positivamente, nos quais se ligam Plg, presente no sangue circulante, e 

t-PA secretado pelas células endoteliais durante a formação do coágulo. O t-PA, em 

presença de fibrina, ativa o Plg a Pln. Esta, por sua vez, cliva sítios posteriores aos 

resíduos de lisina e arginina das cadeias ,  e  da molécula de fibrina, resultando 

na formação de produtos de degradação da fibrina (PDF). Esta estrutura de fibrina 

alterada deixa exposta a porção carboxi terminal dos resíduos de lisina que 

propiciam sítios adicionais para a ligação de Pln e t-PA que contribuem para a 

propagação da fibrinólise53. 

 

1.4.4 A regulação da hemostasia 

 

Para que o sistema hemostático permaneça em equilíbrio é necessário um 

sistema de regulação e controle da coagulação sanguínea. A regulação da 

coagulação, da geração de trombina e de fibrina é efetuada mediante ação de 

diferentes inibidores. Estes devem permanecer ativos durante um período suficiente 

para exercer seu papel como anticoagulantes24,54.  

Dos sistemas de regulação da coagulação, destacam-se: (1) a via da AT-III, 

(2) a via do TFPI e (3) a via da PC. A AT-III é um inibidor plasmático capaz de 

neutralizar várias proteases da coagulação, dentre elas, o FXIa, FXa, complexo 

FT/FVIIa e a própria trombina. Entretanto, os níveis de inibição são insuficientes 

para controlar todo o processo da coagulação55; O TFPI, que é constitutivamente 

liberado a partir das células endoteliais, atua sobre o complexo FT/FVIIa;  A PC, 

uma glicoproteína que circula sob forma inativa, tem sua ativação depende da 

interação da trombina com o receptor de membrana trombomodulina, expresso 

constitutivamente pelas células endoteliais, assim como da sua interação com o 

receptor de membrana da PC, chamado de receptor de proteína C endotelial 

(EPCR). Para tornar-se ativada, a PC deve dissociar-se do seu receptor e ligar-se ao 

seu cofator, a PS. O complexo PC ativada/PS pode inativar tanto FVa quanto FVIIIa, 

reduzindo a formação dos complexos protrombinase e tenase e, por conseguinte, 

reduzindo a geração de trombina57,58.  

Além dos sistemas citados acima, um novo mecanismo de regulação foi 

descrito em 1997. Trata-se do sistema proteína Z / inibidor de protease dependente 
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da proteína Z (PZ/IPZ). A PZ é uma glicoproteína plasmática dependente de 

vitamina K que exibe homologia com outros fatores dependentes de vitamina K (F 

VII, FIX, FX e PC), mas que, em contraste com estes fatores, não possui atividade 

enzimática. Entretanto, atua como cofator para a regulação da coagulação mediante 

a formação de um complexo com o IPZ59,60 . O IPZ inibe o FXa em um processo que 

requer a presença de PZ, íons cálcio e cefalina. Além disso, o IPZ, em presença de 

heparina, inibe duas vezes mais o FXIa  sem o requerimento de PZ, íons cálcio ou 

fosfolípides. Estudos recentes também demonstraram que níveis sub-fisiológicos do 

IPZ são eficientes para a inibição do FIXa sem o requerimento de PZ61.  

 

1.5 Doenças do sistema hemostático 

 

 A compreensão dos processos biológicos envolvidos na hemostasia, bem 

como os avanços no diagnóstico laboratorial para a avaliação específica de seus 

componentes tornaram possível o conhecimento tanto de causas genéticas quanto 

adquiridas que interferem no equilíbrio hemostático e que podem acarretar o 

desenvolvimento de processos trombóticos e/ou hemorrágicos62,63 . Dentre as 

diversas doenças que acometem o sistema hemostático podemos citar as doenças 

plaquetárias64,65, as doenças do endotélio66,67, os defeitos na função dos fatores de 

coagulação68 e ainda as doenças que predispõem à trombofilia69,70. A mais comum 

das doenças hereditárias da coagulação descrita em humanos é a doença de von 

Willebrand (DvW), seguido pelas hemofilias71. 

 

1.6 As hemofilias na perspectiva histórica 

 

Do ponto de vista evolutivo, a origem da hemofilia remonta ao período 

cretáceo, a cerca de 65 milhões de anos atrás. Ela aparece em pelo menos três 

ordens de mamíferos placentários e foi descrita em cavalos, em nove raças de cães 

e em humanos72,73 . 

O primeiro relato referente a uma doença hemorrágica creditada à hemofilia 

encontra-se registrado em um decreto do Talmude do Século II. Nele, o Patriarca 

Judah isenta da circuncisão o terceiro filho de uma mulher cujos dois primeiros filhos 

faleceram após o procedimento. Este decreto reconheceu uma doença hemorrágica 

familiar e ligada ao sexo e foi incorporado às edições posteriores do Talmude. Ainda, 

na Idade Média, encontram-se registros do médico árabe Abul El Kassam 
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(Albucasis) que viveu em Córdoba no ano de 1107. Ele descreveu homens de um 

vilarejo que faleciam por hemorragia após pequenos ferimentos74.  

A história moderna da hemofilia começou apenas no século XIX com a 

publicação de um extenso estudo realizado por John C. Otto em 1803. Após este 

estudo, diversos relatos isolados foram descritos até que em 1820, Nasse fez uma 

publicação de cunho mais científico, onde relata todos os casos disponíveis até 

então e uma revisão geral sobre a doença. Em 1828, um estudante de Schölein, 

Hopf publica a dissertação intitulada “Die Hamophiliet”. É neste relato que o termo 

hemofilia é relatado pela primeira vez. Até então, a doença havia sido denominada 

por diversos termos como hemorrafia, hematofilia, hemorrea, hemorrafilia, 

idiosincrasia hemorrágica e morbus hemático. Quase cinqüenta anos mais tarde, em 

1872, J.W. Legg publica o primeiro tratado sobre hemofilia denominado “A treatise 

on Haemophilia”, onde descreve a transmissão genética da doença, suas 

características e formas clínicas75,76. 

Ao longo do século XIX, a hemofilia tornou-se largamente conhecida como 

“Doença Real”. Alianças políticas, consolidadas por meio de casamentos entre 

membros de famílias reais, fizeram com que descendentes da Rainha Vitória da 

Inglaterra (1819-1901) transmitissem o gene afetado para as famílias reais da 

Prússia, Espanha e Rússia. Sem dúvida, a “doença real”, hoje reconhecida como um 

caso de hemofilia B contribuiu para importantes eventos da história européia e 

tornou-se um dos mais evidentes exemplos de uma doença recessiva ligada ao X77.    

No início do século XX, mais precisamente em 1911, é publicada a mais 

detalhada monografia até então sobre a doença. Bulloch e Fildes realizaram um 

trabalho com quase mil referências e relatos de casos, além de análise de mais de 

duzentas árvores genealógicas distinguindo casos de hemofilia por sexo, sintomas e 

hereditariedade de numerosos outros casos inexplicáveis de hemorragias. Embora 

mais de um século separe os trabalhos de Otto e Fildes, eles têm em comum a 

mesma afirmação quanto ao papel da mulher na transmissão da doença.  Ao longo 

do século XX, a história da hemofilia seguiu paralelamente à evolução dos estudos 

da coagulação, principalmente aqueles relacionados à identificação do FVIII e FIX 

que permitiram distinguir entre hemofilia A e hemofilia B72,78.  

O principal avanço da década de 60, com relação à hemofilia A, foi a 

descoberta do crioprecipitado que representou um papel chave para o tratamento da 

hemofilia80. As décadas de 80 e 90 foram marcadas por um paradoxo. Por um lado, 

os avanços tecnológicos aperfeiçoaram a qualidade do isolamento do FVIII no 
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sangue e permitiram a clonagem do gene resultando em grande melhoria na 

qualidade diagnóstica e na disponibilidade de tratamento. Por outro lado, a 

ocorrência de casos de contaminação por agentes infecciosos como o vírus da 

imunodeficiência adquirida (HIV) e os vírus hepatite, reconhecidamente transmitidos 

pela infusão de hemoderivados, representaram um grande desafio. A comunidade 

científica reagiu prontamente com a introdução de testes para a detecção de 

doenças infecciosas em bancos de sangue e com introdução da inativação viral nos 

concentrados de fator. Além disso, os avanços no campo da biologia molecular 

permitiram a produção do fator recombinante, como uma opção segura quanto à 

transmissão de infecções, assim como a identificação molecular das mutações 

associadas à hemofilia, que por sua vez tornaram possíveis o diagnóstico pré-natal e 

a investigação de portadora81. 

 

1.7 As hemofilias na perspectiva atual 

 

As hemofilias são distúrbios hemorrágicos resultantes da deficiência de 

fatores específicos da coagulação. Esta deficiência pode ter caráter adquirido ou 

congênito. As formas adquiridas são decorrentes do desenvolvimento de anticorpos 

direcionados contra domínios específicos destes fatores. Embora essas formas 

sejam normalmente relacionadas com puerpério, com doenças auto-imunes ou 

neoplásicas, ou mesmo com o uso de alguns medicamentos, em mais de 50% dos 

casos a causa é idiopática. O quadro clínico das hemofilias adquiridas é geralmente 

grave e pode acometer igualmente homens e mulheres82. As hemofilias congênitas 

são decorrentes de alterações genéticas presentes nos genes que codificam FVIII 

(hemofilia A) e FIX (hemofilia B) 83, 84,85.  

 

1.7.1 A hemofilia A 

 

1.7.1.1 Conceito, etiologia e epidemiologia 

 

A hemofilia A, também denominada hemofilia clássica (OMIM 306700), é uma 

doença hemorrágica recessiva ligada ao X causada pela deficiência ou ausência do 

FVIII da coagulação devido a alterações genéticas no seu gene codificador (F8)86. 

Hemofilia A é a mais comum das doenças hemorrágicas ligadas ao X e é cerca de 

seis vezes mais prevalente que a hemofilia B87. Ela afeta aproximadamente 1 em 
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cada 5.000 a 10.000 homens88. Entretanto, não se observa predisposição étnica ou 

geográfica da doença89.  

Levantamentos recentes, a partir de dados da “World Federation of 

Hemophilia” (WFH), com avaliação em 106 países no período de 1998 a 2006 

revelam grande variação na prevalência dos casos em diversos países analisados. 

Esta variação pode refletir, entre outros fatores, as discrepâncias nas facilidades do 

diagnóstico da doença entre os países pesquisados90.  

Segundo dados da WFH, são estimados que existam no mundo mais de 

400.000 pessoas com hemofilia91. De acordo com dados da Coordenação da Política 

Nacional de Sangue e Hemoderivados do Ministério da Saúde e do Registro 

Nacional de Coagulopatias de 2007, o Brasil tem 6881 casos de hemofilia A (62,7% 

de todas as coagulopatias), sendo que destes 647 casos são do Estado de Minas 

Gerais92,93. 

 

1.7.1.2 Diagnóstico Laboratorial da hemofilia A 

 

 A história familiar e a ocorrência de episódios hemorrágicos são ainda 

importantes dados para o diagnóstico da hemofilia “A”. Entretanto observa-se que 

20-30% dos casos de hemofilia não têm familiares afetados e, além disso, indivíduos 

com forma clínica leve ou moderada podem não manifestar os sintomas clássicos da 

hemofilia. Ainda neste contexto, nem os sintomas, nem a história familiar distinguem 

hemofilia A de hemofilia B76.  

 Os testes de rotina para pacientes com suspeita de doenças hemorrágicas 

incluem a completa contagem das células sanguíneas, a contagem de plaquetas, a 

análise do tempo de protrombina (TP) e a análise do TTPA94,95. Tanto a Hemofilia A 

quanto a Hemofilia B tipicamente apresentam TTPA aumentados e os demais testes 

de triagem normais. Embora este perfil possa sugerir diagnóstico de hemofilia A ou 

B, o diagnóstico definitivo requer a mensuração dos níveis plasmáticos de atividade 

de FVIII ou FIX respectivamente96.  

 Os níveis de atividade coagulante do FVIII (FVIII:C) são mensuráveis tanto 

por ensaios coagulométricos quanto por ensaios cromogênicos de um ou dois 

estágios.  Os níveis de FVIII:C são normalmente relatados em unidades por mililitro 

(U/mL), com 1 unidade correspondendo a 100% de atividade do fator encontrado em 

1 mL de plasma normal. Níveis normais de FVIII:C usualmente variam entre 0,5 

U/mL e 1,5 U/mL (50-150%)76. Os níveis de FVIII:C encontrados em portadoras 
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normalmente são a metade  dos níveis normais, entretanto estes testes devem ser 

realizados em mais de uma ocasião, pois vários fatores podem interferir na 

mensuração. A reprodutibilidade de níveis normais não exclui a condição de 

portadora, que pode somente ser identificado a partir do diagnóstico molecular85. 

 

1.7.1.3 Manifestações clínicas da hemofilia A 

 

O quadro clínico da hemofilia A é caracterizado pela ocorrência de 

hemorragias em vários locais, especialmente nos espaços intra-articulares 

(hemartroses) e nos músculos (hematomas). As articulações mais afetadas são os 

joelhos, que representam metade de todas as hemartroses, os cotovelos e 

tornozelos97,98.  

Podem ainda ocorrer hemorragias em mucosas e ser observada a presença 

de sangue na urina (hematúria). Nos casos mais graves podem ocorrer hemorragias 

em órgãos internos e também no sistema nervoso central. A freqüência e a 

gravidade dos episódios hemorrágicos dependem do nível residual de FVIII:C 

presente no plasma e sua respectiva funcionalidade96.  

É em função deste nível de concentração e de atividade que a hemofilia A é 

usualmente classificada nas formas grave (< 0,01 UI/mL ou <1% do normal), 

moderada (0,01-0,05 UI/mL ou 1-5% do normal) e leve (>0,05 < 0,40 UI/mL ou 

>5<40% do normal), segundo normas da “International Society on Thrombosis and 

Haemostasis” (ISTH)99 (anexo 6.1). A prevalência da hemofilia A considerando-se a 

gravidade é variável. Em geral, a hemofilia leve, moderada e grave ocorre em 

aproximadamente 40%, 10% e 50% do total de casos, respectivamente100.  

Os pacientes graves classicamente apresentam hemartroses e hematomas 

espontâneos recorrentes, podendo apresentar 15-35 episódios hemorrágicos ao ano 

Pacientes com a forma moderada apresentam hemorragias associadas a pequenos 

traumas, mas podem eventualmente apresentar eventos hemorrágicos espontâneos. 

Pacientes com hemofilia A leve normalmente não apresentam hemorragias 

espontâneas. Nestes, os eventos hemorrágicos ocorrem, em geral, após traumas ou 

cirurgias ou procedimentos invasivos101. As hemartroses são ocorrências precoces 

na vida do paciente e nos casos graves, normalmente elas ocorrem quando a 

criança começa a caminhar. A idade média para a primeira hemorragia articular é 

1,91 anos e até a idade de 2 anos cerca de 80% dos indivíduos já tiveram pelo 

menos uma hemorragia articular102. Hemartroses repetidas em uma determinada 
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articulação levam ao desenvolvimento de artropatia crônica caracterizada por dor, 

perda de função, deformidade, incapacidade física e baixa qualidade de vida103.  

O número de hemartroses é um preditor significativo para o desenvolvimento 

da artropatia hemofílica. Estudos relacionando a ocorrência de artropatias e 

números de hemorragias revelaram que somente articulações com menos de três 

sangramentos mantêm sua funcionalidade104.  

 As hemorragias intracranianas (HIC) são relativamente raras, mas 

representam uma importante causa de morbidade. Antes da disponibilidade de 

tratamento por meio da reposição de FVIII, um terço de todas as mortes em 

indivíduos com hemofilia era em decorrência de HIC. Durante o período neonatal, a 

HIC acomete de 3,5% a 4% de todas as crianças com hemofilia105.  

 

1.7.1.4 Tratamento da hemofilia A 

 

Ainda não existe cura para as hemofilias. O tratamento e/ou a prevenção dos 

eventos hemorrágicos requer a terapia de reposição por meio de infusão intravenosa 

do concentrado de FVIII. Estes concentrados podem ser derivados do plasma ou ser 

de origem recombinante (rFVIII)106. Embora os fatores derivados do plasma tenham 

se constituído um grave problema na década de 80 e início da década de 90 em 

função de inúmeras contaminações virais, especialmente com os vírus da hepatite C 

e do HIV, atualmente estes produtos são considerados muito seguros, graças aos 

avanços nos processos de inativação viral e dos métodos de purificação por 

fracionamento107. 

Atualmente existem duas principais abordagens no tratamento da hemofilia: o 

regime intermitente de reposição (baseado no tratamento sob demanda) e o regime 

profilático108,109. O tratamento sob demanda refere-se à infusão do concentrado de 

fator após a ocorrência do episódio hemorrágico. Este tipo de tratamento tem como 

objetivo coibir o sangramento e evitar o desenvolvimento de hemartroses em 

articulações alvo e conseqüente artropatia110,111. 

 O tratamento profilático pode ser do tipo primário ou secundário. A profilaxia 

primária refere-se à infusão regular de concentrado de FVIII antes da ocorrência de 

hemorragias, requerendo, para tal, infusão do concentrado de 1 a 3 vezes por 

semana. Normalmente, este tipo de profilaxia é iniciado em idade tenra (entre 1 e 3 

anos de idade) após a primeira e antes de três hemartroses. Este tratamento é 

indicado somente para pacientes com hemofilia grave. A profilaxia secundária, por 
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outro lado, refere-se à infusão regular do concentrado de fator após a ocorrência de 

hemorragia com o objetivo de tratar e consolidar o tratamento da hemorragia112. A 

terapia gênica representa uma possibilidade de abordagem terapêutica futura, 

embora, ainda, com resultados pouco satisfatórios em humanos113-115. 

 

1.7.1.5 Complicações do tratamento 

 

1.7.1.5.1 Acesso venoso 

 

Uma das limitações ligadas à terapia de reposição tanto nos regimes 

profiláticos ou intermitentes é a questão do acesso venoso. Esta questão é 

importante, especialmente em crianças jovens, nas quais, muitas vezes, é 

necessária a utilização de cateter venoso central para as frequentes infusões de 

concentrado de FVIII. Este procedimento está associado com o risco de infecções, 

falhas mecânicas do cateter e paradoxalmente, com a ocorrência de trombose116-118. 

Trombose associada ao uso de cateter venoso central em pacientes com hemofilia é 

relativamente rara, mas sua ocorrência está diretamente ligada ao tempo de 

permanência do cateter e neste caso, o fator desencadeante sugerido seria a 

irritação crônica promovida pela ponta do cateter na parede do vaso levando à 

deposição intraluminal de fibrina, especialmente nos momentos intermitentes de 

normalização da coagulação119,120.  

 

1.7.1.5.2 Infecções virais  

 

As infecções virais são complicações potenciais do tratamento das hemofilias 

especialmente com concentrados derivados de plasma. Exemplos importantes de 

contaminação viral são os vírus HIV, vírus das hepatites B e C e o parvovirus B19. A 

hepatite C é a principal causa de hepatite crônica e co-morbidade em pacientes com 

hemofilia. Como o tratamento disponível é eficaz em apenas 70% dos casos, muitos 

pacientes evoluem para a fase final da doença hepática121. Outra prevalente co-

morbidade em pacientes com hemofilia é a infecção pelo HIV122 e que causou uma 

grande devastação na população de pacientes com hemofilia. Outro exemplo de 

contaminação viral é parvovírus B19, um vírus sem envoltório lipídico, para o qual as 

técnicas de inativação viral são ineficazes123,124. 
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1.7.1.5.3 Desenvolvimento de inibidores 

 

 O desenvolvimento de aloanticorpos direcionados contra o FVIII infundido 

(inibidores) ocorre em aproximadamente 25-30% dos pacientes com hemofilia A. 

Esta resposta é caracterizada pela geração de anticorpos anti FVIII que neutralizam 

a atividade procoagulante do FVIII infundido. Por esta razão, estes anticorpos são 

chamados de inibidores do FVIII. Eles são diagnosticados a partir de uma súbita 

ausência de resposta à terapia de reposição do FVIII e podem ser quantificados por 

meio do ensaio de Bethesda que avalia a capacidade de neutralização do FVIII do 

plasma normal. Uma unidade Bethesda (UB) é definida como a quantidade de 

inibidor que neutraliza 50% do FVIII normal do plasma após duas horas de 

incubação a 37ºC125. 

 A presença do inibidor representa um desafio para o manejo clínico, uma vez 

que pacientes com inibidor têm maior morbidade, são refratários a infusão de 

concentrados de FVIII, apresentam hemorragias mais graves e necessitam de 

tratamento com produtos mais onerosos126.  

  Existem vários fatores de risco genéticos e ambientais considerados como 

preditores do desenvolvimento de inibidores (Tabela 2), sendo o tipo de mutação 

relacionada à hemofilia um dos fatores preditores mais importantes. Como exemplo, 

observa-se que pacientes com grandes deleções possuem um risco de 40% de 

desenvolverem inibidores, contra um risco de 5% para pacientes com mutações de 

sentido trocado e de 15% para pacientes com pequenas deleções127,128  

 Estudos correlacionando o desenvolvimento de inibidores e os tipos de 

mutação demonstraram que mutações com troca de aminoácidos e pequenas 

deleções exibiram baixa prevalência de inibidores (cerca de 5%)129. Em contraste, 

grandes deleções, mutações sem sentido e a prevalente inversão do íntron 22 se 

associaram a maior prevalência (7-10 vezes) de inibidores130. Resultados 

semelhantes foram demonstrados ao estabelecerem a correlação entre aspectos 

genótipo-fenotípicos e o desenvolvimento de inibidores. Além destes, mutações na 

cadeia leve do FVIII parecem conferir maior risco de inibidores do que mutações na 

cadeia pesada131. A maioria dos inibidores em pacientes com hemofilia A 

leve/moderada ocorre em associação com mutações de sentido trocado nos 

domínios A1 e A2 (entre os resíduos 482-501) e na junção C1-C2 do FVIII132. Estas 

mutações estão associadas com risco aumentado de inibidores em até 50%, 

possivelmente ocasionado por mudança de conformação da proteína133,134. Em 
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particular, algumas mutações são comumente associadas ao desenvolvimento de 

inibidores em hemofilia A leve/moderada, sendo estas Arg593Cys, Arg2150His e 

Trp2229Cys135. 

 A história familiar da presença de inibidores também é um importante fator de 

risco preditor de desenvolvimento de inibidor. Uma informação interessante é que o 

risco diminui na mesma proporção em que diminui o grau de parentesco136. 

 Imunogenótipos, incluindo haplótipos de MHC-II, polimorfismo nos genes que 

codificam o antígeno 4 de  linfócito citotóxico (CTLA-4), o fator de necrose tumoral 

(TNF ) e a  interleucina 10 (IL-10)  são relatados como possíveis preditores para o 

desenvolvimento de inibidores137. Um polimorfismo do tipo microssatélite presente 

na região promotora do gene da IL-10 (alelo 134) foi fortemente associado com o 

desenvolvimento de inibidores.  Pacientes com este alelo apresentam aumento da 

secreção de IL-10 e constituem fenótipo “alto secretor” que combinado com o fator 

da coagulação deficiente promove a expansão de clones específicos de linfócitos B 

e o desenvolvimento de inibidores138. 

 Finalmente, alguns grupos étnicos, como afro-descendentes americanos, e 

hispânicos têm maior probabilidade para desenvolver inibidores. Não se sabe se 

estas diferenças observadas são resultantes de polimorfismos na sequência 

codificadora de F8 ou se devido às especificidades de imunogenótipos nestes 

grupos étnicos. A análise de outros grupos étnicos ainda não está bem esclarecida e 

necessitará de mais estudos139. 

 Os fatores de risco ambientais também são condições importantes para a 

condução clínica de pacientes com hemofilia. Fatores ambientais associados com 

maior formação de inibidores incluem principalmente a idade do paciente no início 

do tratamento, o tipo de produto de FVIII usado, bem como seu modo de 

administração, a intensidade do tratamento e o impacto de desafios do sistema 

imune129,140.  A força de associação entre o desenvolvimento de inibidores e cada 

um dos fatores citados é variável de acordo com a literatura. Por exemplo, dados de 

vários estudos sustentam que a idade da criança na ocasião da primeira 

administração de FVIII é inversamente associada com o risco de desenvolvimento 

de inibidores141,142. Em contrapartida, outros trabalhos não confirmaram esta 

associação quando a idade foi analisada juntamente com fatores genéticos e/ou 

outros fatores não genéticos, como a intensidade do tratamento143-145 

 Estudos controversos também são observados quando confrontamos o tipo 

de produto de FVIII e o desenvolvimento de inibidores. Análises realizadas, a partir 
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de dois estudos retrospectivos, com pacientes não tratados demonstraram que o uso 

de rFVIII oferece 2,5-3,0 vezes mais riscos para o desenvolvimento de inibidores 

que o uso de concentrado de FVIII derivado de plasma (pFVIII)146. Por outro lado, 

dados de um segundo estudo retrospectivo demonstraram que o risco de 

desenvolvimento de inibidores não foi substancialmente menor nos pacientes 

tratados com pFVIII comparados com aqueles  que receberam rFVIII147.  

 Trabalhos que avaliaram a influência da intensidade do tratamento no 

desenvolvimento de inibidores apresentaram resultados convergentes. Estudos 

retrospectivos demostraram que a intensidade do tratamento foi implicada com o 

aumento de risco no desenvolvimento de inibidores148. Da mesma forma, estudos 

que avaliaram o desenvolvimento de inibidores em pacientes com hemofilia A leve 

revelaram que a incidência de inibidores foi cerca de quatro vezes maior nos 

pacientes submetidos à terapia intensiva de reposição149.  

 Embora a coexistência de doenças infecciosas e/ou imunizações em 

associação com a infusão de FVIII seja correlacionada com a ativação do sistema 

imune e influência no desenvolvimento de inibidores, estudos que avaliaram 

desafios do sistema imune no início da terapia de reposição não demonstraram 

associação com maiores incidências de inibidores129,143.  

 Além dos fatores já citados, procedimentos cirúrgicos também são 

considerados como fator de risco, considerando que a cirurgia induz um estado pró-

inflamatório que aumenta a imunogenicidade do FVIII. Adicionalmente, pacientes 

com hemofilia A, quando submetidos a qualquer procedimento invasivo, necessitam 

de infusão intensiva de concentrado de FVIII. O somatório destas duas condições, 

estado pró-inflamatório e intensa exposição ao FVIII, durante o período peri e pós-

operatório poderia propiciar a perda da tolerância imunológica. De modo similar, 

pacientes que sofreram traumas significativos, associados com grandes 

sangramentos e ou dano tecidual também exibem um estado pró-inflamatório. 

Estudos clínicos que têm avaliado o papel da cirurgia em pacientes com hemofilia A 

demonstram dados conflitantes. Um estudo retrospectivo demonstrou existência de 

pequena associação entre cirurgia e formação de inibidor147, e, por outro lado, um 

estudo de caso controle, não observou esta associação143. 
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Tabela 2. Fatores de riscos genéticos e ambientais que contribuem para a formação 
de inibidores. 

Fatores genéticos Fatores ambientais 

História familiar de inibidores Tipo de produto infundido 

Imunogenótipos: IL-10 Cirurgia + exposição ao FVIII 

Imunogenótipos: TNF   Trauma + exposição ao FVIII 

Imunogenótipos: CTLA-4 Idade no momento da 1ª exposição 

Imunogenótipos: Haplótipos MHCII Intensidade de exposição 

Etnicidade Processos Inflamatórios/infecciosos 

IL, interleucina;TNF , fator de necrose tumoral ; CTLA-4, antígeno 4 de  linfócito 
citotóxico; MHCII, Complexo Maior de Histocompatibilidade de Classe II. (Dados 
compilados a partir de Astermark, 2006129 e Chambost, 2010150). 
 

 A erradicação dos inibidores ocorre através da indução de tolerância 

imunológica ou tratamento de imunotolerância (TIT), que é considerado o método de 

escolha para a erradicação de inibidores151. Este método envolve repetidas infusões 

de FVIII em dosagens e frequências variadas152,153, dependendo do esquema a ser 

utilizado. A taxa de sucesso do TIT é cerca de 60%-90%. O TIT é extremamente 

dispendioso, podendo requerer vários anos de tratamento para se atingir a 

tolerância. Além disso, a questão do acesso venoso pode complicar o tratamento154. 

O tipo de mutação em F8 parece influenciar a eficácia da imunotolerância, tendo 

sido demonstrado que grandes deleções parecem reduzir a resposta ao 

tratamento155.  

 Pacientes que desenvolveram inibidores ou pacientes em que a TIT não foi 

eficaz, dispõem de poucas opções de tratamento para o controle das hemorragias. 

Uma das opções, se o nível de inibidor no sangue circulante é baixo, é a infusão de 

grandes doses de FVIII, de tal modo que o inibidor seja titulado e que o FVIII 

remanescente possa exercer seu papel na coagulação. Entretanto, usualmente, 

observa-se que este efeito de saturação dos inibidores ocorre apenas por um 

período pequeno de tempo. Da mesma forma, esta opção de tratamento não é viável 

para pacientes que apresentam altos níveis de inibidores no sangue, uma vez que a 

infusão de mais FVIII ativaria imediata resposta anamnéstica.  

 Outras duas opções para tratamento de hemorragias em pacientes com 

inibidor é o uso de FVII recombinante ativado (rFVIIa) que pode se complexar com 
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FT e promover a geração de trombina. Além deste, os agentes “bypassing”, tal como 

o concentrado de complexo protrombínico parcialmente ativado (CPPA) também são 

usados156.  

  Em pacientes com hemofilia A leve/moderada e mutações de risco para 

desenvolvimento de inibidores, recomenda-se tratar os eventos hemorrágicos com 

desmopressina (1-deamino-8-D-ariginina vasopressina ou DDAVP). Este análogo da 

vasopressina promove o aumento dos níveis plasmáticos do FVIII, do FvW e 

também do t-PA tanto em indivíduos normais quanto em pacientes com hemofilia 

leve157.  

 O aumento dos níveis plasmáticos de FVIII promovido pela desmopressina é 

bloqueado pelo uso de propanolol, sugerindo o envolvimento de receptores -

adrenérgicos. Se a desmopressina atua em nível de transcrição, tradução, secreção 

ou mesmo em sítios de estocagem é desconhecido, entretanto, considerando-se que 

sua ação ocorre dentro de trinta minutos e que a transcrição de um gene tão extenso 

como o F8 leva mais de três horas, com base em uma taxa de quinze nucleotídeos 

por segundo, é provável que a ação da desmopressina ocorra em nível pós-

traducional158. Independente da exata elucidação do mecanismo e sítio de ação o 

uso desta droga minimiza as infusões de concentrado e, consequentemente o risco 

de desenvolvimento de inibidores159. 

 

1.7.1.6 Aspectos genéticos da hemofilia A 

 

 A hemofilia A é uma doença monogênica clássica com padrão de herança 

recessivo, ligada ao cromossomo X .  Portanto, afeta quase exclusivamente homens 

e muito raramente mulheres. Os homens possuem um único alelo e as mulheres 

possuem dois alelos. Homens com um alelo defectivo (hemizigose) terão a doença, 

enquanto mulheres com um único alelo defectivo (heterozigose) serão portadoras 

(geralmente assintomáticas), com 50% de probabilidade de transmitir o alelo 

anormal ao seu filho(a) (Figura 8).  Já as mulheres com ambos os alelos defectivos 

(homozigose) manifestarão a doença, embora esta situação seja muito rara160,161  
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Figura 8. Representação do padrão de herança da hemofilia. (1) prole de um 
indivíduo com hemofilia com mulher normal; (2) prole de mulher portadora com 
indivíduo normal; (3) prole de mulher com hemofilia com indivíduo normal; (4) e (5) 
prole de um casal normal demonstrando a ocorrência de mutação de “novo” com 
nascimento um caso de hemofilia (4) ou de uma portadora (5) por ocorrência de 
moisacismo germinativo ou somático. Indivíduos em azul são normais (XX, XY), 
indivíduos em vermelho são afetados (XH

Y , XH
X
H ) e indivíduos mesclados de 

vermelho e azul são portadores (XH
X). (Dados compilados a partir de Peyvandi et 

al.,2006161). 
  

Assim como as demais doenças recessivas ligadas ao X, a taxa de mutação 

em hemofilia é alta (4,2 x 10-5) e a permanência da doença na população resulta do 

equilíbrio entre a perda de genes afetados e o ganho de novas mutações162. Além 

disso, estudos de casos esporádicos de hemofilia A demonstraram que a taxa de 

mutação é ainda dependente do tipo de mutação. A inversão do íntron 22 ocorre 

cerca de 15 vezes mais em células masculinas que femininas. Da mesma forma, 

Mutações pontuais originam-se cerca de cinco vezes mais em células germinativas 

masculinas. Especula-se que esse efeito resulte da metilação dos gametas, mas 

também do alto número de células em divisão durante a espermatogênese 

comparada à ovogênese. Em contraste, deleções dentro do gene do FVIII ocorrem 

mais frequentemente em células germinativas femininas. Neste caso, as deleções 

são explicadas por erros de recombinação, favorecidos pelo pareamento homólogo 
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dos cromossomos X163. Este cenário explica a heterogeneidade alélica, o alto 

percentual de casos esporádicos e a variabilidade de mutações independentes em 

famílias distintas164.  

Desta forma, cerca de um terço dos casos de hemofilia recém diagnosticados 

não possuem história familiar prévia da doença165. Estes casos são explicados pela 

ocorrência de alterações espontâneas que podem ocorrer em duas situações: (1) 

durante a gametogênese de um dos progenitores. Neste caso a alteração genética 

ocorre em uma das células da linhagem germinativa e persiste em todos os 

descendentes clonais da mesma e em uma proporção dos gametas. Esta situação 

caracteriza o mosaicismo germinativo ou gonadal (Figura 9) e (2) durante os 

primeiros estágios da embriogênese. Neste caso, a alteração genética ocorre em 

uma das células presentes nos estágios iniciais do embrião em formação e a mesma 

é repassada às demais células por meio de mitoses sucessivas. O resultado destas 

alterações pós-zigóticas é a coexistência de células normais e alteradas no mesmo 

indivíduo, normalmente referidas como mosaicismo somático, entretanto os 

mosaicos podem ser germinativos e/ou somáticos dependendo do quanto precoce 

foi a alteração genética e da linhagem celular envolvida166-168 (Figura 10). 

 

Figura 9. Representação esquemática do mosaicismo germinativo em hemofilia A. A, 
ovogênese demonstrando a ocorrência de mutação na segunda divisão meiótica, B, 
espermatogênese demonstrando a ocorrência de mutação na segunda divisão 
meiótica. (Dados compilados a partir de Leuer, 2001166 e Kasper, 2007167) 
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Figura 10: Representação esquemática do mosaicismo somático em hemofilia. A) 
embriogênese de criança do sexo masculino, B) embriogênese de criança do sexo 
feminino. Em ambos os casos é demonstrada a ocorrência de mutação nos estágios 
iniciais da embriogênese. (Dados compilados a partir de Leuer, 2001166 e Kasper, 
2009169) 
 

1.7.1.7 Aspectos moleculares da hemofilia A 

 

1.7.1.7.1 O gene do FVIII 

 

O F8 foi mapeado e encontra-se localizado na extremidade do braço longo do 

cromossomo X (Xq28), mais precisamente, a partir do par de bases (pb) 

153.717.259 até o pb 153.904.191(seqRef. NT_167198.1). Compreende 186.933 pb 

distribuídos em 26 éxons e 25 íntrons que variam de 69 a 3106 pb e de 0,2 a 32,4 

kilobases (kb), respectivamente. Toda a sequência do gene compreende 

aproximadamente 9 kb de éxons e 177 kb de íntrons, que, juntos correspondem 

aproximadamente 0,1% de todo o cromossomo X170 (Tabela 3) (Figura 11).  

 

Tabela 3. Tamanho dos éxons e íntrons do gene do FVIII. 

Éxon Tamanho (pb) Íntron Tamanho (pb) 

1 344 1 22.808 

2 122 2 2.383 
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3 123 3 3.824 

4 213 4 5.630 

5 69 5 2.433 

6 117 6 15.134 

7 222 7 2.643 

8 262 8 284 

9 172 9 4.801 

10 94 10 3.903 

11 215 11 2.914 

12 151 12 5.984 

13 210 13 16021 

14 3.106 14 21.997 

15 154 15 1.393 

16 213 16 286 

17 229 17 207 

18 183 18 1.738 

19 117 19 608 

20 72 20 1.419 

21 86 21 3.633 

22 156 22 32.849 

23 145 23 1.216 

24 149 24 1.109 

25 177 25 22.679 

26 1.958 ---  

Dados compilados a partir de informações disponíveis em: 
http://www.ensembl.org/index.html)170. pb, par(es) de base. 



- 50 - 
 

 
Figura 11. Representação esquemática da organização estrutural de F8 e FVIII. 1) 
cromossomo X com braços p e q; 2) F8 com representação dos éxons (em 
vermelho) e íntrons (em azul); 3) mRNA de F8; 4)  Estrutura precursora do FVIII, 5) 
estrutura primária do FVIII, 6) detalhamento dos domínios quanto ao número de 
resíduos de aminoácidos e sítios de clivagem; 7), FVIII após a clivagem exibindo a 
cadeia leve e pesada; 8) FVIII na forma de heterodímero; 9) FVIII complexado ao 
FvW. b, bases; pb, pares de bases; PS, peptídeo sinal; aa, aminoácidos; A1,A2, 
A3,B, C1 e C2 identificam os domínios, a1, a2 e a3 identificam as regiões ácidas, 
KDa, kilodaltons; Me++, metal bivalente; FvW, Fator de Von Willebrand. (Dados 
compilados a partir de Lenting et. al., 1998171, Graw et al, 2005100). 
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Até o presente, ainda existe pouco conhecimento sobre a regulação 

transcricional de F8. Entretanto, sabe-se que intracelularmente, o transporte do 

mRNA do FVIII do núcleo para o citoplasma é bastante pobre e que existem regiões 

dentro da sequência codificadora do FVIII que atuam como inibidores transcricionais 

ou mesmo como sequências silenciadoras172,173 .  

A análise da região promotora revelou a presença de “Cis-elementos” e de 

fatores transcricionais envolvidos na regulação da transcrição de F8. Sabe-se que 

uma sequência de -1.175 a -9 anteriores à extremidade 5‟ apresenta dezenove sítios 

para ligação a fatores de transcrição, designados de A - S. Dentro desta sequência, 

a região de -300 a -50 inclui os sítios A, B, C, D, e E necessários para a máxima 

expressão do gene. Nestes sítios interagem quatro fatores específicos do fígado e 

um fator ubíquo: Fator 1 nuclear do hepatócito (HNF-1) no sítio A, Fator nuclear 

Kappa B (NF B) no sítio B, Proteína Estimuladora de ligação Alfa e Beta 

(C/EBP & ) na região proximal e distal dos sítios C e D e o Fator 4 nuclear do 

hepatócito (HNF4) no sítio E174.  

Adicionalmente, encontra-se uma sequência GATAA localizada a -200, que 

demonstrou não ser essencial para a atividade promotora e o sítio inicial de 

transcrição localizado a -170 (o ponto +1 refere-se ao sítio inicial de tradução), 

implicando que o gene tem uma longa extremidade 5‟ não traduzida. A região que 

flanqueia a extremidade 3‟ apresenta o sinal de poliadenilação175 (Figura 12).  

 

Figura 12. Representação esquemática da região promotora do gene do FVIII: 
detalhamento da região –1175 até –9 anterior à extremidade 5‟ do gene do FVIII. 
Sítios para ligação de fatores de transcrição (A até S), sendo que a região entre –
300 e –50 é responsável pela máxima expressão do produto do gene. Fatores 
transcricionais (HNF1, NfkB,C/EBP  e HNF4) interagem com estes sítios. (Dados 
compilados a partir de Figueiredo et al.,1995174 e McGlynn et al., 1996175). 
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Algumas características de F8 devem ser enfatizadas: a presença de cerca de 

70 ilhas de CpG, das quais 2% estão em seqüências codificadoras; o grande 

tamanho do éxon 14 (3106 pb) que representa cerca de 40% da região codificadora, 

mas que codifica a parte funcionalmente menos importante da proteína, o domínio B 

(Figura 11) e o grande tamanho do íntron 22 que apresenta uma ilha de CpG que 

funciona como promotor bidirecional para dois transcritos adicionais denominados 

F8A e F8B. O F8A possui 1,8 kb, não apresenta íntrons e é transcrito em direção 

oposta a F8. Já F8B possui 2,5 kb e é transcrito na mesma direção de F8, sendo 

parcialmente sobreposto ao mesmo (éxons 23 - 26 de F8). As sequências de F8A e 

da ilha de CpG formam uma região de aproximadamente 9,5 kb denominada 

inth22h-1. Essa região possui duas cópias homólogas (int22h-2 e int22h-3) 

localizadas aproximadamente a 400 kb, na porção telomérica do cromossomo X84 

(Figura 13). 

 

 

Figura 13. Representação esquemática da região do íntron 22 do gene do FVIII. A) 
detalhamento da região do íntron 22, mostrando ilha de CpG e as regiões 
correspondentes aos transcritos adicionais F8A e F8B; B) seqüências homólogas 
presentes dentro e fora de F8 estão identificadas e sinalizadas em verde (int22-h) e 
amarelo (int1h) (externas a F8). (Dados compilados a partir de Bowen, 200284). 
 
 

Existe uma segunda região homóloga envolvendo sequência intra e 

extragênica em F8. Esta região, de aproximadamente 1 kb presente no íntron 1, 

denominada int1h1, possui uma região homóloga extra-gênica localizada a 

aproximadamente 140kb, na porção telomérica do cromossomo X. Essa cópia 
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extragênica é denominada int1h2. Estas regiões de alta homologia funcionam como 

sítios de recombinação homóloga e determinam rearranjos intragênicos cuja 

importância será situada mais adiante176,89 . 

Outra característica importante de F8 é seu baixo número de polimorfismos. 

Em recente apresentação da sequência do genoma humano, dois genomas 

haplóides escolhidos aleatoriamente apresentaram em média a diferença de 1 

base/1250 bases177.  

Com esta relação, o número de polimorfismos esperado para F8 seria de 

aproximadamente 144. Entretanto, este número é considerado superior se 

comparado ao número de polimorfismos detectados até então. Os polimorfismos 

observados em F8 são de dois tipos: SNPs (polimorfismo de base única) e VNTRs 

(sequências de número variável de repetições em tandem). Essas variações têm 

relevância clínica no contexto de desordens hereditárias, uma vez que podem ser 

usadas para rastrear um gene defectivo em uma família afetada. Entretanto, devem-

se levar em consideração as diferenças nas frequências de alelos entre populações 

distintas, pois loci de grande interesse diagnóstico podem diferir de acordo com a 

etnia da população, assim como o desequilíbrio de ligação85. 

 

1.7.1.7.2 O transcrito do gene do FVIII - RNA mensageiro 

 

Em humanos, o sítio primário de expressão do FVIII é o fígado, mais 

precisamente os hepatócitos. Entretanto, o RNA mensageiro para o FVIII já foi 

detectado em outros tecidos, incluindo baço, rim, nódulos linfáticos e placenta178.  

O transcrito de F8 tem 9048 bases e compreende uma curta região 5‟ não 

traduzida (171 bases), uma fase de leitura aberta (7056 bases) e uma longa 

extremidade 3‟ (1821 bases) não traduzida179 (Figura 11). 

 

1.7.1.7.3 A proteína FVIII  

 

O FVIII é traduzido como uma proteína precursora de cadeia única contendo 

2.351 resíduos de aminoácidos. Durante o processo de translocação pelo retículo 

endoplasmático, os 19 resíduos de aminoácidos, referentes ao peptídeo sinal são 

removidos, resultando em uma proteína madura de 2.332 resíduos de 

aminoácidos180. A estrutura primária do FVIII é constituída de uma proteína 

precursora de cadeia única com aproximadamente 300 KDa (kiloDalton)181. A 
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análise da estrutura primária do FVIII mostrou que os 2332 resíduos desta 

glicoproteína são organizados na forma de domínios distintos representados pela 

estrutura NH2-A1-A2-B-A3-C1-C2-COOH182(Figura 11). 

Os domínios “A” são interconectados por curtas sequências espaçadoras 

denominadas a1, a2 e a3, constituídas por aglomerados de resíduos de Aspartato 

(Asp) e glutamato (Glu). A região ácida a1 conecta o domínios A1 ao domínio A2, a 

região ácida a2 conecta o domínios A2 ao domínio B e a região ácida a3 conecta o 

domínio B ao domínio A3183. Os três domínios “A” possuem aproximadamente 30% 

de homologia entre si e, além disso, apresentam homologia com seqüências dos 

domínios “A” do FV e com domínios “A” da ceruloplasmina184,185. 

O domínio B não exibe nenhuma homologia significante com qualquer outra 

proteína conhecida e parece ser dispensável para a atividade coagulante in vitro, 

pois a deleção do domínio B resulta em uma molécula cuja atividade de cofator é 

absolutamente normal186,171.  O domínio B é constituído por 908 resíduos de 

aminoácidos codificados pelo grande éxon 14. Além disso, é altamente glicosilado, 

contendo 19 dos 25 potenciais sítios de N-glicosilação. Embora sua função seja 

desconhecida, estudos mais recentes têm mostrado que este domínio desempenha 

um papel principal no processamento e tráfico intracelular187,188.  

Os domínios C1 e C2 estão localizados na região C-terminal da cadeia leve 

do FVIII e também são estruturalmente relacionados entre si. Além disso, estes 

domínios apresentam homologia com sequências do domínio C do FV, e mostram 

similaridades com famílias de proteínas semelhantes à discoidina (família de 

proteínas que expressam propriedades de ligação a fosfolípides)189,190.  

São ainda relatadas similaridades estruturais com sequências da proteína de 

membrana de glândulas mamárias de humanos e camundongos191, com sequências 

de uma molécula de adesão de célula neuronal encontrada em Xenopus laevis192 e 

com sequências de um receptor de tirosina-quinase encontrada em carcinoma de 

estômago193. 

Por fim, a comparação de seqüências do FVIII de humanos, murinos, caninos 

e suínos revelou alto grau de homologia entre as quatro espécies, exceto para o 

domínio B que é menos conservado. A maturação e a secreção do FVIII recém-

sintetizado envolvem várias interações proteína-proteína e diversas modificações 

pós-traducionais194.  

Ainda no retículo endoplasmático, a proteína recém sintetizada sofre intensas 

modificações pós-traducionais, incluindo a adição de oligosacarídeos e a formação 
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de ligações de dissulfeto. Uma imunoglobulina do tipo chaperona, proteína de 

ligação a imunoglobulina (BIP), nativa do lúmem do retículo endoplasmático, liga-se 

a uma significativa porção do FVIII e sua liberação está condicionada a altos níveis 

intracelulares de ATP e à atividade de AtPase da BIP. O FV, estruturalmente 

homológo ao FVIII é altamente glicosilado, mas não é capaz de se ligar a BIP e é 

secretado em níveis de 5-10 vezes mais elevados195.  

Duas outras chaperonas localizadas no lúmem do retículo endoplasmático 

foram recém caracterizadas, a calnexina e calreticulina. Estas proteínas associam-se 

transitoriamente a glicoproteínas solúveis e de membrana durante o dobramento e 

montagem das subunidades das proteínas. Sabe-se que a calreticulina interage 

tanto com o FVIII quanto com o FV. Entretanto, a calnexina interage com o FVIII, 

mas não com o FV196. Estes achados podem esclarecer quanto ao papel do domínio 

B do FVIII, que, devido ao elevado nível de N-glicosilação permite uma eficiente 

interação da calnexina e determina um efeito positivo na secreção de FVIII para o 

espaço extracelular197,198.  

A clonagem posicional de um gene responsável pela deficiência combinada 

de FVIII e FV permitiu a identificação de uma proteína importante para a eficiência 

da secreção do FVIII. Mutações no gene ERGIC-53 determinam níveis reduzidos em 

5-30% do valor normal, tanto de FV quanto de FVIII. A proteína ERGIC-53 é 

encontrada em um compartimento intermediário do retículo endoplasmático e tem 

um importante papel no transporte de um seleto grupo de glicoproteínas por meio de 

uma via de secreção199,200.  

Após o processamento no retículo endoplasmático, o FVIII é encaminhado 

para o aparato de Golgi. Dentro deste, o FVIII é clivado por proteases que atuam em 

sítios específicos do domínio B (Arg1311 / Ala1314; Arg1648/ Glu1649). Estas clivagens 

dividem a molécula de FVIII em duas porções: a cadeia pesada N-termimal de 210 

kDa constituída pelo domínio A1, A2 e fragmentos heterogêneos do domínio B e a 

cadeia leve C-terminal de 80 kDa, constituída pelos domínios A3, C1 e C2. Além das 

clivagens proteolíticas, ocorre ainda no aparato de Golgi, a sulfatação de seis 

resíduos específicos de tirosina da cadeia leve e da cadeia pesada e a adição de 

oligossacarídeos (galactose, fucose e ácido siálico), resultando na secreção de um 

heterodímero dependente de metais bivalentes, especialmente o cálcio201.  

Na circulação, o FVIII circula na forma de um heterodímero é complexado ao 

FvW na proporção de uma molécula de FVIII para cada cinquenta monômeros de    

F vW. O FvW atua como carreador do FVIII durante sua secreção e circulação no 
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plasma. A interação entre estas duas proteínas ocorre através de sítios específicos: 

272 resíduos de aminoácidos da região amino-terminal do FvW e a cadeia leve do 

FVIII. Além destes são também importantes para a interação, um grupo de resíduos 

de aminoácidos presentes na porção N-terminal do domínio A3 do FVIII 

(Glu1649/Ala1689), a sulfatação do resíduo de Tyr1680, que parece ser crítico para a alta 

afinidade entre FVIII e FvW e regiões do domínio C2 (resíduos 2303-2332). A meia-

vida do FVIII no plasma quando associado ao FvW é de 12 a 15 horas. Entretanto, o 

FVIII não complexado tem uma meia vida estimada de apenas 37-160 minutos. A 

interação do FVIII com o FvW protege o FVIII da inativação protéica pela PC ativada, 

da clivagem do FXa e inibe a ligação do FVIII a FL e a plaquetas ativadas202. 

 

1.7.1.7.4 O papel fisiológico do FVIII 

 

O FVIII humano é uma glicoproteína não enzimática que se encontra dispersa 

no plasma e desempenha um papel fundamental no processo de coagulação. Neste, 

o FVIII é ativado pela trombina e pelo FX. Ambas as proteases clivam a molécula de 

FVIII nas posições Arg372 e Arg740 da cadeia pesada e Arg1689 da cadeia leve. Estas 

clivagens resultam em dois fragmentos A1-A2 e A3-C1-C2 que permanecem 

associados por meio de interações eletrostáticas entre o domínio A1 e A3. A 

ativação do FVIII reduz drasticamente sua afinidade com o FvW e leva a uma rápida 

dissociação do complexo203.  

Após a dissociação, o FVIII adquire alta afinidade para fosfolípides de 

membrana e incorpora-se ao complexo tenase que, por sua vez, atua 

enzimaticamente sobre o FX convertendo-o para sua forma ativada. O FXa participa 

da conversão da protrombina em trombina, que converterá fibrinogênio em fibrina. 

Uma vez que o FVIIIa tenha desempenhado seu papel na cascata da coagulação, 

ele é rapidamente inativado. O mecanismo exato desta inativação em condições 

fisiológicas ainda é desconhecido. Entretanto, a PC ativada cliva a cadeia pesada do 

FVIIIa nas posições Arg336/Met337 e Arg562/Gly563 em uma reação que requer a PS e 

a região carboxi-terminal do domínio B do FV204. 

 

1.7.1.8 As bases moleculares da hemofilia A 

 

Nos últimos anos, devido ao progresso nas áreas da biologia e bioquímica, 

ocorreram grandes avanços no entendimento da hemofilia A, em especial de suas 
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bases moleculares. A clonagem do F8 em 1984205 e o advento das técnicas de PCR 

(“polymerase chain reaction”)206 e sequenciamento no final dos anos 80207, 

permitiram a identificação dos defeitos moleculares em grande parte dos pacientes 

com hemofilia dos países desenvolvidos. Em consequência, inúmeras mutações 

associadas à doença foram descritas. Alguns bancos de dados reúnem informações 

a respeito dos defeitos moleculares na hemofilia A, dentre eles o HADB
208 – 

“Hemophilia A Mutation Data Base and Factor VIII resource Site” e o HGMD209 – 

“The human Mutation Data Base”. Os dados moleculares compilados sobre a 

hemofilia A comprovam a grande heterogeneidade de alterações genéticas 

associada à doença (Tabela 4). 

 
Tabela 4.  Resumo das alterações genéticas compiladas em bancos de dados 

ALTERAÇÃO GENÉTICA 

(tipo de mutação ou região) 

BANCO DE DADO 

HADB HGMD 

 

Mutação sem sentido /sentido trocado 

 

714(58,4%) 

 

1218(60%) 

Mutação em sítio de processamento 95(7,7%) 140(6,8%) 

Mutação em região promotora NR 4(0,2%) 

Pequenas deleções 197(16,1%) 325(16%) 

Pequenas inserções 80(6,5%) 96(4,7%) 

Inserções+deleções NR 24(1,8%) 

Grandes deleções 135(11%) 189(9,3%) 

Grandes inserções NR 21(1,0) 

Rearranjos complexos NR 12(0,6%) 

TOTAL 1221 2029 

Dados compilados a partir de http://hadb.org.uk208 e http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac209. 
NR, não registrado.  
 

O HADB, o maior banco de dados sobre hemofilia de livre acesso, 

disponibiliza a listagem de alterações genéticas publicadas, dados fenotípicos, 

modelos moleculares, métodos para o rastreamento de mutações, lista de 

polimorfismos e uma revisão sobre a patologia molecular da doença. Este banco de 

dados lista atualmente 1.221 alterações genéticas associadas à hemofilia A 
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envolvendo substituições, deleções e inserções distribuídas pelo gene. Já o banco 

de dados HGMD, um banco privado, de acesso parcialmente livre e que conta com 

atualizações trimestrais, lista atualmente 2029 alterações genéticas associadas à 

hemofilia A. Dentre as alterações genéticas relacionadas à hemofilia A, as 

alterações de sentido trocado e as alterações sem sentido são as mais 

representativas, seguidas das deleções e das inserções208,209.  

Ainda com relação às alterações genéticas, dois rearranjos cromossômicos 

específicos são relevantes, a inversão do íntron 22 e a inversão do íntron1, uma vez 

que são prevalentes em casos de hemofilia A grave. Ambos os rearranjos impedem 

a formação completa do mRNA do F8 e, consequentemente, resultam na ausência 

da proteína, o que conduz à hemofilia A grave210. 

 

1.7.1.8.1 Inversão do íntron 22 

 

A inversão do íntron 22 resulta da recombinação homóloga entre a sequência 

int22h1 e uma das cópias extragênicas (int22h2 ou int22h3) localizadas a 400-500 

kb na porção telomérica do cromossomo X. A propensão a este evento de 

recombinação deve-se à homologia observada entre essas sequências, que é 

superior a 99%. Dependendo da cópia extragênica envolvida no evento de 

recombinação, dois tipos principais de inversão são reconhecidos. A inversão do tipo 

1 envolve a cópia distal (int22h3) e a inversão do tipo 2 envolve a cópia proximal 

(int22h2) (Figura 14). Esta inversão ocorre quase exclusivamente na meiose 

masculina e este fato é explicado pela ausência do segundo cromossomo X, fato 

que facilita o processo de inversão durante a meiose. Estudos desta população 

normalmente demonstram frequências em torno de 45% dos casos graves de 

hemofilia, entretanto variações nesta prevalência têm sido observadas em alguns 

países211,212 (Tabela 5).  
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Figura 14. Representação esquemática das inversões dos íntrons 1 e 22 de F8. A, 
representação esquemática de F8 juntamente com a porção telomérica do 
cromossomo X, “a” e “b” (barras amarelas) representam as cópias homólogas int1h-
1 e int1h-2, respectivamente; “c”, “d”, e “e” representam as cópias homólogas int22h-
1, int22h-2 e int22h-3, respectivamente. B, representação esquemática da inversão 
do íntron 1. C, representação esquemática da inversão do íntron 22 do tipo 1. Tel, 
telômero; Cen, centrômero. (Dados compilados a partir de Lakich et al, 1993211 e 
Bagnall et al., 2002213). 
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Inicialmente, postulou-se que regiões int22h-2 e int22h-3 tivessem a mesma 

orientação, as duas contrárias a int22h-1 considerando que ambas participavam dos 

eventos de recombinação214. Novos dados de sequenciamento do cromossomo X 

humano comprovaram que int22h-1 e int22h-2 têm a mesma orientação, mas int22h-

3 tem orientação oposta em relação a Int22h-1 e int22h-2. As regiões int22h-1 e 

int22h-2 formam a parte interna dos braços de um palíndromo imperfeito com um 

loop central único de 67,3 kb e braços de 50,5 kb, onde int22h-2, fica no braço 

centromérico. Considerando a disposição das cópias acima no cromossomo X, a 

ocorrência de inversão de int22h-1 com int22h-2, ocorreria mediante recombinação 

intracromossomal entre int22h-2 e int22h-3, de modo que as cópias extragênicas 

invertessem de posição. Assim, int22h-2 estaria inversamente orientado em relação 

a int22h-1, favorecendo a inversão entre essas duas regiões. A necessidade de 

ocorrência de dois eventos de recombinação é condizente com o fato da inversão do 

tipo 2 ser cinco vezes mais rara que a inversão do tipo 1215.  

 

1.7.1.8.2 Inversão do íntron 1 

 

 A inversão do íntron 1  envolve a recombinação homóloga entre uma região 

de 1.041 pb situada no íntron 1 (int1h1) e uma região extragênica (int1h2) situada a 

aproximadamente a 140 kb na porção telomérica do cromossomo X, entre os genes 

BRCC3 (BRCA1/BRCA2-containing complex, subunit 3) e VBP1 (von Hippel-Lindau 

binding protein 1). Apesar da inversão, é observada a transcrição de dois mRNAs 

quiméricos. Um deles, sob o controle do promotor de F8 e o outro sob o controle do 

promotor do gene BRCC3. A similaridade entre int1h1 e int1h2 é muito alta, sendo 

observada a diferença de um único nucleotídeo entre elas176,213. A prevalência da 

inversão do íntron 1 é variável de acordo com a população estudada216. (Tabela 5). 

 

Tabela 5: Estudos representativos da inversão do íntron 1 e íntron 22 em casos de  
hemofilia A grave. 
População 
 
 

Nº 
casos 

 

Inversão  
Íntron 22 

Frequência 
% 

Inversão 
Íntron 1 

 

Frequência 
% 

Ref. 

Europa 
Albania 19 2 10,5 0 0 217 
Bulgaria 40 19 47.5 0 0 218 
Rep. Tcheca 162 - - 7 4,3 219 
Eslováquia 44 22 50,0 - - 220 
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França 241 NA 46,0 NA 1,0 221 
França 120 21 46,0 0 0 222 
Alemanha 1127 - - 23 2,0 223 
Alemanha 753 NA 47,5 NA 5,0 128 
Hungria 104 54 51.9 0 0 224 
Itália 293 - - 5 1,7 225 
Itália 20 - - 4 5,0 226 
Itália 874 451 52,0 19 2,0 227 
Itália 93 39 42,0 3 3,2 228 
Macedonia 55 23 41,8 4 7,3 218 
Portugal 135 73 54,0 2 1,5 229 
Eslovênia 39 19 48,7 - - 230 
Espanha 102 42 41,2 - - 231 
Espanha 79 - - 4 5,0 232 
Espanha 99 NI 52,5 NI 3,0 233 
Reino Unido 209 94 45,0 10 4,8 213 
Reino Unido 595 - - 11 1,9 234 
Reino Unido 51 8 15,6 3 5,9 235 
Asia 
Anatolia 61 - - 0 0 236 
Índia 80 35 43,8 3 3,8 237 
Iran 124 49 39,5 2 1,5 238 
Japão 100 42 42,0 - - 239 
Turquia 141 41 29,0 - - 240 
América Latina 
Argentina 80 36 45,0 1 1,3 241 
Brasil 49 24 49,0 - - 242 
Brasil 33 13 39,4 - - 243 
Brasil 107 43 46,0 3 3,0 216 
Brasil 122 - - 8 4,1 ( * ) 
México 31 14 45,2 0 0 210 
Oceania 
Nova Zelândia 26 14 54,0 3 11,0 244 

 
(*) presente estudo.   

 

1.7.1.8.3 Outras interações genéticas 

 

Apesar do grande volume de informações sobre as bases moleculares da 

hemofilia A, existe um percentual de cerca de 2% dos pacientes cujo diagnóstico 

molecular não é estabelecido, mesmo usando as abordagens mais avançadas para 

a análise do gene. Isto pode ser decorrente de mutações que estão presentes em 

regiões não codificadoras ou ser decorrente de pacientes que não possuem 
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mutação associada ao F8245,246 É possível que haja participação de outros genes 

como, por exemplo, no caso dos genes LMAN1 (“lectin, manose binding 1”, também 

conhecida como ERGIC53) e MCFD2 (“multiple coagulation factor deficiency 2 

protein”) responsáveis pelo transporte intracelular do FVIII do retículo 

endoplasmático para o aparato de Golgi. Defeitos destas proteínas resultam em 

deficiência combinada de FV e FVIII da coagulação247. 

 Diversas proteínas interagem com o FVIII na circulação. Uma das mais 

importantes é o FvW. O FvW é uma glicoproteína multimérica que desempenha duas 

principais funções na hemostasia: (1) ela participa da hemostasia primária quando 

atua como um mediador para a interação entre as glicoproteínas da superfície 

plaquetária e a parede do endotélio, no sítio de injúria vascular e, (2) participa da 

hemostasia secundária quando atua como proteína carreadora do FVIII, 

aumentando sua meia vida248. 

 Considerando sua função na hemostasia secundária, é fácil compreender que 

a deficiência do FvW resulta em uma correspondente diminuição dos níveis de FVIII 

e em quadros clínicos similares àqueles observados em pacientes com hemofilia A. 

Dos diversos subtipos clínicos (tipos 1, 2A, 2B, 2M, 2N) da DvW, o sub-tipo 2N é a 

único que decorre da redução da interação entre o FvW e o FVIII devido à mutações 

nos domínios D‟ ou D3 do Fvw249. Homozigotos ou heterozigotos compostos, para 

essa condição, apresentam redução dos níveis de FVIII no plasma e podem 

eventualmente serem diagnosticados como casos de hemofilia A leve ou moderada. 

A análise desta variante é importante, sobretudo em pacientes cuja análise 

molecular para hemofilia A mostrou-se negativa para mutações em F8250.  

 Outra questão a ser pontuada quanto a mutações em outros genes diz 

respeito a fatores que podem influenciar o fenótipo da hemofilia. Trabalhos recentes 

mostraram que, pacientes que apresentam a mesma mutação e níveis residuais de 

FVIII similares, podem apresentar variações quanto ao padrão de manifestações 

hemorrágicas251. Dentre as possíveis explicações para a variabilidade fenotípica 

observada em pacientes com hemofilia citam-se principalmente a coexistência 

mutações protrombóticas, tais como o fator V de Leiden, mutações no gene da 

protrombina G20210A, no gene da metilenotetrahidrofolato redutase, a deficiência 

de PC e PS252,253. Além destes, a co-herança de polimorfismos que afetam o sistema 

de coagulação também são reportados como moduladores da variação fenotípica 

relacionada à hemofilia254. Há ainda trabalhos recentes que associam a variabilidade 
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fenotípica a diferenças da farmacocinética do FVIII infundido nos pacientes. Estes 

fatores podem minimizar a gravidade clínica da hemofilia A255.  

 

1.7.1.9 Implicações do diagnóstico molecular das hemofilias 

 

 O diagnóstico molecular determina com precisão a causa da hemofilia A. Os 

dados advindos dessa determinação disponibilizam potenciais informações quanto 

as características da doença, riscos de recorrência, modalidades de transmissão 

genética, arsenal diagnóstico pré e pós-natal, assim como suporte psicológico e 

emocional. Possibilitando, portanto a estruturação de um amplo programa de 

aconselhamento genético/orientação familiar256,257.  

 O conhecimento de mutações naturais pode ainda levar a uma compreensão 

mais aprofundada das relações estruturais/funcionais do FVIII. bem como a  uma 

melhor compreensão da relação genótipo-fenotípica da doença 258, 259,260.  

Segundo recomendações da UKHCDO (“United Kingdom Haemophilia Centre 

Doctors' Organisation”), o diagnóstico molecular da hemofilia A deve ser realizado 

em todos os pacientes acometidos pela doença. A análise genética é um 

requerimento básico para determinar com confiabilidade o perfil genético de 

mulheres relacionadas com indivíduos acometidos por hemofilia e, ainda, conhecer a 

influência do efeito da lionização nos níveis FVIII de mulheres sabidamente 

portadoras94. 

No Brasil, os estudos de caracterização molecular das hemofilias são 

escassos. Dentre os poucos estudos existentes, destacam-se aqueles de frequência 

genética e de expectativa de vida261,262, detecção de polimorfismos em indivíduos 

negros263, estudo de portadoras por meio de RFLP (“Restriction Fragment Lenght 

Polymorphism”)264, análises de inversões por “Southern blotting” e reação em cadeia 

da polimerase (PCR) associada à técnica de SSCP
265,243 e estudo de portadoras por 

meio de análise de repetições em tandem e de marcadores polimórficos266. Estudos 

mais recentes incluem o desenvolvimento de peptídeos sintéticos para a 

neutralização de anti-FVIII267 e a análise de inibidores em pacientes com inversões 

do íntron 1 e 22216.  

Em países desenvolvidos, especialmente os europeus, o diagnóstico 

molecular é ofertado a todos os pacientes com hemofilia A. Esta disponibilidade 

diagnóstica permitiu a elucidação de grande heterogeneidade de alterações 

genéticas, mesmo considerando a homogeneidade étnica das populações 
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estudadas. Embora a realização de diagnóstico molecular para a hemofilia A não 

seja ainda uma prática de rotina no Brasil, nossa população tem origem étnica 

diversificada, resultante da miscigenação de europeus, africanos, asiáticos e 

indígenas. Isso torna nosso grupo de estudo particularizado e distinto quanto à 

possibilidade de descrição de novas alterações genéticas e, por conseguinte, 

permite melhor compreensão da hemofilia A em nosso meio. 
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2 Objetivos 

 

2.1 Objetivo geral  

 

Determinar as bases moleculares da hemofilia A grave em uma população de 

pacientes atendidos no HEMOMINAS. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

- Realizar levantamento do perfil de inibidores em pacientes com hemofilia A grave;  

 

- Realizar levantamento do perfil sorológico para doenças virais dos pacientes com 

hemofilia A grave; 

 

-Estabelecer a correlação entre o genótipo da hemofilia A e o desenvolvimento de 

inibidores; 

 

-Correlacionar o perfil sorológico para doenças virais com o desenvolvimento de 

inibidores. 
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3 Metodologia 

 

3.1 Delineamento Experimental  

 

 

Figura 15: Estruturação esquemática da metodologia desenvolvida no trabalho. 
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3.2 Elaboração do projeto 
 

 O projeto “Caracterização Molecular da Deficiência Hereditária de Fator VIII 

em Pacientes Hemofílicos do Estado de Minas Gerais” foi elaborado Pela Dra Suely 

Meireles Rezende, na ocasião à frente do Serviço de Pesquisa da Fundação Centro 

de Hematologia e Hemoterapia de Minas Gerais (HEMOMINAS). O presente projeto 

contou com o apoio financeiro da Fundação de Amparo à Pesquisa de Minas Gerais 

(FAPEMIG). 

 

3.3 Submissão aos Comitês de Ética 

 

O projeto “Caracterização Molecular da Deficiência Hereditária de Fator VIII 

em Pacientes Hemofílicos do Estado de Minas Gerais” foi submetido primeiramente 

ao Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação Centro de Hematologia e 

Hemoterapia de Minas Gerais sob o registro 099 e teve sua aprovação mediante 

expedição do Parecer Consubstanciado (anexo 6.2). Posteriormente, o mesmo 

projeto foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa do Centro de Pesquisas René 

Rachou sob o número de protocolo 04/2006 sendo sua aprovação mediante 

expedição do Parecer nº 11/2007 (anexo 6.3). 

 

3.4 Levantamento de prontuários e seleção de pacientes 

 

 Os prontuários médicos de 678 pacientes com hemofilia A atendidos nas 

Unidades do HEMOMINAS foram analisados para a coleta dos dados laboratoriais 

relativos à dosagem de FVIII dos pacientes que ao longo de sua evolução clínica 

apresentaram pelo menos uma dosagem de FVIII inferior a 1% de atividade (critério 

estabelecido pelo “Subcommitee on Factor VIII and Factor IX of the Scientific and 

Standartization of ISTH”, para a forma clínica grave da hemofilia A)99, foram 

incluídos no estudo. 

Nesta etapa do trabalho foram selecionados 178 pacientes que atendiam ao 

critério estabelecido. Destes, 95 pacientes estavam cadastrados no Hemocentro de 

Belo Horizonte e 83 pacientes nas demais unidades do interior (Figura 16). 
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Figura 16. Representação esquemática das unidades de atendimento da Fundação 
HEMOMINAS. Pontos vermelhos, Hemocentros; pontos amarelos, Núcleos 
Regionais; pontos azuis, Agências Transfusionais. 
 
 
3.5 Convite aos possíveis participantes da pesquisa 
 
 
 Os pacientes selecionados foram convidados a participar do estudo mediante 

envio de uma carta-convite. Nela o participante foi convidado para uma entrevista 

que elucidou os propósitos do estudo (Anexo 6.4). Outra forma de contato foi 

realizada por meio de telefonemas aos pacientes ou responsáveis, em caso de 

menores. Outra abordagem de contato foi realizada pessoalmente com os possíveis 

participantes quando os mesmos eram atendidos na unidade. 

 

3.6 Formação do grupo de participantes 

 

Dos 178 pacientes inicialmente convidados para participar do estudo, 150 

aceitaram o convite, sendo 57 pacientes referenciados nas unidades do interior e 93 

referenciados no Hemocentro de Belo Horizonte. Estes participantes, pertencentes a 

122 famílias não relacionadas, foram esclarecidos quanto aos objetivos do estudo 

por meio das informações contidas no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 



- 69 - 
 

(TCLE), segundo normas da Resolução 196/96 (anexo 6.5). O TCLE foi assinado 

pelos participantes ou respectivos representantes legais. Em seguida, os 

participantes foram encaminhados para avaliação clínica realizadas pelas médicas 

hematologistas, Dra. Suely Meireles Rezende e Dra. Denise Zouain, que compilaram 

os dados clínicos de interesse em ficha de avaliação clínica (Anexo 6.6). Após a 

consulta, os pacientes foram encaminhados para a coleta de material biológico.  

 

3.7 Coleta de amostra biológica 

 

 Foram coletadas amostras de 5-10 mL de sangue venoso em veia periférica, 

anticoagulado com o sal tripotássico do ácido etilenodiaminotetracético (K3EDTA) ou 

citrato de sódio 3,2%. Foi utilizado o sistema de coleta a vácuo, segundo 

Regulamento Técnico para funcionamento de Laboratórios Clínicos recomendada 

pela Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) 302 de 13 de outubro de 2005268.  

Em paralelo à coleta de amostra biológica dos participantes envolvidos no 

estudo, foram coletadas 96 amostras de sangue (70 mulheres e 26 homens) nas 

mesmas condições citadas acima, para formação de um grupo controle normal. 

Análises moleculares deste grupo seriam utilizadas para a discriminação entre 

polimorfismos e mutações de sentido trocado, especialmente aquelas ainda não 

descritas. 

 

3.8 Extração de DNA 

 

A extração de DNA foi realizada segundo metodologia estabelecida por 

Bowen e Keeney, 2003269. Segundo este método, ocorre o isolamento de DNA 

genômico por meio da lise celular (Tris-HCl, pH 8,0 10 mM, sacarose 11%, MgCl2 

5mM, Triton X-100 1%) seguida da lise nuclear (Tris-HCl pH 8,0 10 mM, EDTA 10 

mM, citrato de sódio 10 mM, SDS 1%) e da adição de  100 L de  NaCl 6,0 M e de 

500 L de clorofórmio. A mistura foi centrifugada para separação da fase aquosa e 

posterior precipitação com etanol absoluto.  

O DNA obtido foi diluído em água bidestilada, quantificado por 

espectrofotometria no aparelho NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, 

USA) e armazenado a -20°C até o momento de realização das análises moleculares.                  
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3.9 Análise da inversão do íntron 1 

 

Para a análise da inversão foi usada a técnica de PCR multiplex proposta por 

Bagnall e colaboradores214. Esta técnica consta de duas reações independentes 

para a análise da inversão, uma para a amplificação de Int1h-1(cópia intragênica, 

reação 1) e outra para a amplificação de Int1h-2 (cópia extragênica, reação 2). 

Quatro oligonucleotídeos (9F, Int1h-2F, 9cR, Int1h-2R)214  são usados para as 

reações e, de acordo com a combinação dos oligos e padrão de amplificação, 

determina-se a presença ou não da mutação.  

Para a reação 1, os oligonucleotídeos 9F, Int1h-2F e 9cR são combinados em 

uma reação que resultará na amplificação de um fragmento de 1908 pb para 

indivíduos sem a inversão ou de um fragmento de 1323 pb para indivíduos com a 

inversão. Para a reação 2, os oligonucleotídeos 9F, Int1h-2F e Int1h-2R são 

combinados em uma reação que resultará na amplificação de um fragmento de 1191 

pb para indivíduos sem a inversão ou um fragmento de 1776 pb para indivíduos com 

a inversão (Tabela 6).  

Assim, o padrão eletroforético de um indivíduo sem a inversão é um 

fragmento de 1908 pb e outro fragmento 1191 pb, enquanto o padrão eletroforético 

de um indivíduo com a inversão é um fragmento de 1776 pb e outro fragmento de 

1323 pb. O padrão eletroforético de mulher portadora é de 4 fragmentos: 1908 pb, 

1776 pb, 1323 pb e 1191 pb (Figura 17).  

As amplificações foram realizadas em termociclador (Mastercycler Gradient, 

Hamburg, Alemanha). As reações de PCR constaram de um volume final de 25 L 

contendo de 100-200 ng  de DNA genômico, 0,6 M de cada olinucleotídeo (IDT, 

San Diego, CA, USA), 200 M de cada dNTP‟s (Fermentas, Vilnius, Lituânia), 1 

unidade de Taq DNA polimerase, 1,5 mM de MgCl2, 20 mM de Tris-HCl e 50 mM de 

KCl pH 8,4 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).  

As condições de amplificação constaram de um ciclo inicial de desnaturação 

de 7 minutos a 94°C seguidos de 30 ciclos de amplificação de 94°C por 30 

segundos, 65°C por 30 segundos e 72°C por 2 minutos e uma etapa final de 

extensão de 72°C por 5 minutos. As reações foram submetidas à eletroforese em gel 

de agarose 1,5%, coradas com Safe DNA Stain (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Em 

seguida foram visualizadas sob luz ultravioleta e a imagem foi armazenada em 

sistemas de fotodocumentação para gel de agarose (Kodak Electrophoresis 

Documentation and Analysis System-EDAS 290, Kodak, Melville, NY, USA). 
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Tabela 6. Descrição dos oligonucleotídeos214 e padrões de amplificação para a 
análise da inversão do íntron 1 de F8. 

Oligonucleotídeos para a análise da inversão do íntron 1 

Identificação Sequência (5‟-3‟) Nº de bases 

9cR CTAGCTTGAGCTCCCTGTGG 20 

9F GTTGTTGGGAATGGTTACGG 20 

Int1h-2F GGCAGGGATCTTGTTGGTAAA 21 

Int1h-2R TGGGTGATATAAGCTGCTGAGCTA 24 

Descrição dos padrões de amplificação 
Reação 1 2 

Sequência amplificada Int1h-1(cópia Intragênica) Int1h-2 (cópia extragênica) 

Oligonucleotídeos utilizados 9F, Int1h-2F,9cR 9F,Int1h-2F,Int1h-2R 

Amplificação de negativos (9F/9cR)1908 pb (Int1h-2F/Int1h-2R)1191 pb 

Amplificação de positivos (Int1h-2F/9cR) 1323 pb (Int1h-2R/9F) 1726 pb 

Amplificação de portadoras (9F/9cR) 1908 pb 
(Int1h-2F/9cR) 1323 pb 

(Int1h-2F/Int1h-2R)1191pb 
(Int1h-2R/9F)1726 pb 

 bp, pares de bases. 
 

Figura 17. Representação esquemática da análise da inversão do íntron1 de F8. A, 
Xq28 localização das cópias Int1h-1 e Int1h-2 e oligonucleotídeos que amplificam a 
int1h-1 e in1th-2 normal; B, Xq28, mostrando a localização das cópias Int1h-1/2 e 
Int1h-2/1 com inversão; C, gel de eletroforese 1,5% mostrando os produtos de 
amplificação resultantes da  análise da inversão do íntron1 de F8: 1, marcador 
(Perfect DNA

TM Markers, 0,5-12kbp, Novagen, Gibbstown, USA); 2, branco; 3, 
padrão de amplificação de um indivíduo negativo para inversão; 4, padrão de 
amplificação de um indivíduo positivo para a inversão; 5, padrão de amplificação de 
uma portadora da inversão. Ab: pb, pares de bases; Kb, kilobases; Cen, centrômero; 
Tel, telômero. Fonte: Pio et al., 2010270. 
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3.10 Análise da inversão do íntron 22 
 

 Para detectar esta inversão foi utilizada a técnica de I-PCR (PCR inverso) 

recentemente desenvolvida por Rossetti e colaboradores, 2005271. Três 

oligonucleotídeos são usados em uma única reação para a determinação da 

inversão do íntron 22 (tipo 1 e tipo 2) e de acordo com a combinação dos 

oligonucleotídeos e padrão de amplificação, determina-se a presença ou não da 

mutação, além do estado de portador (Tabela 7). 

 

Tabela 7. Oligonucleotídeos e padrões de amplificação para a análise da inversão 
do íntron 22 de F8. 

Oligonucleotídeos para a análise da inversão do íntron 22271 
Identificação Sequência (5‟-3‟) Nº de bases 

IU CCTTTCAACTCCATCTCCAT 20 

ID ACATACGGTTTAGTCACAAGT 21 

ED TCCAGTCACTTAGGCTCAG 19 

Descrição dos padrões de amplificação 
oligonucleotídeos IU, ED, ID 

Amplificação dos negativos  (IU/ID) 487 pb 

Amplificação dos positivos (IU/ED) 559 pb 

Amplificação de portadoras (IU/ED) 457 pb / (IU/ID) 559 pb 

 bp, pares de bases. 
 

Para a realização do I-PCR, 1-2 g de DNA genômico foram digeridos por 

quatro horas (ou alternativamente “overnight”) em uma reação contendo 10 unidades 

de endonuclease de restrição BclI (Fermentas, Vilnius-Lituânia) sob condições 

recomendadas pelo fabricante. Os fragmentos de DNA foram extraídos com solução 

de fenol-clorofórmio-álcool-isoámilico e precipitados em dois volumes de etanol com 

NaCl 0,3 M. Os fragmentos digeridos e purificados foram diluídos em 50 l de água 

destilada e  circularizados  em reação de ligação contendo T4 DNA ligase 

(Fermentas, Vilnius, Lituânia) sob condições recomendadas pelo fabricante. Após 15 

horas de incubação a 16ºC, os anéis foram extraídos com solução de fenol-

clorofórmio-álcool-isoámilico e precipitados em dois volumes de etanol com NaCl 0,3 

Molar (M).  Os anéis purificados foram usados como molde para a reação de PCR 

(Figura 18). 
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Figura 18. Representação esquemática das etapas usadas para a análise da 
inversão do íntron 22. (Adaptado de Rossetti et al., 2005271). 
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As amplificações foram realizadas em termociclador (Mastercycler Gradient, 

Hamburg, Alemanha). As reações de PCR foram realizadas em um volume total de 

25 l contendo 200-400ng dos fragmentos circularizados, 0,6 M de cada 

olinucleotídeo (IDT, San Diego, CA, USA), 200 M de cada dNTP‟s (Fermentas, 

Vilnius, Lituânia), 1 unidade de Taq DNA polimerase, 1,5 mM de MgCl2, 20 mM de 

Tris-HCl e 50 mM de KCl pH 8,4 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). As condições de 

amplificação constaram de um ciclo inicial de desnaturação de 2 minutos a 94°C 

seguidos de 30 ciclos de amplificação de 94°C por 30 segundos, 55°C por 1 minuto 

e 72°C por 90 segundos e um ciclo final de extensão de 72°C por 5 minutos. 

A interpretação dos resultados foi realizada mediante a diferença de dos 

fragmentos amplificados sendo que, pacientes sem a inversão apresentam 

fragmentos de 487pb resultante da combinação dos oligonucleotídeos IU-ID e 

pacientes com a inversão apresentam fragmentos de 559pb resultante da 

combinação dos oligonucleotídeos IU-ED.  

Esta técnica permite, ainda, a análise de portadoras, que no caso, 

apresentam ambos os fragmentos de 487 e 559 pb. As amplificações foram 

submetidas à eletroforese em gel de agarose 1,5% e coradas Safe DNA Stain 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Em seguida foram visualizadas sob luz ultravioleta 

e a imagem foi armazenada em sistemas de fotodocumentação para gel de agarose 

(Kodak Electrophoresis Documentation and Analysis System-EDAS 290, Kodak, 

Melville, NY, USA). 

 

3.11 Análise das demais mutações 

 

3.11.1 Amplificação da região codificadora de F8 

 

Pacientes que foram negativos para as análises da inversão do íntron 1 e do 

íntron 22 tiveram a região codificadora de F8, bem como regiões que flanqueiam 

cada um dos éxons, amplificadas por PCR. Para as amplificações foram usados 37 

pares de oligonucleotídeos desenhados por Steven Keeney (http://hadb.org.uk)208.  

Todos os oligonucleotídeos (senso e antisenso) foram desenhados com a 

adição de 17 bases em sua extremidade 5‟. Esta adição refere-se a uma cauda N13 

obtida a partir de modificações dos oligonucleotídeos desenhados para o fago M13. 

Esta modificação permitiu a uniformidade de condições de realização das 

amplificações para todos os éxons (Tabela 8).  
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As amplificações foram realizadas em termociclador (Mastercycler Gradient, 

Hamburg, Alemanha). As reações de PCR constaram de um volume total de 25 l 

contendo 200ng de DNA genômico, 0,6 M de cada olinucleotídeo (IDT, San Diego, 

CA, USA), 200 M de cada dNTP‟s (Fermentas, Vilnius, Lituânia), 1 unidade de Taq 

DNA polimerase, 1,5 mM de MgCl2, 20 mM de Tris-HCl e 50 mM de KCl pH 8,4 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). As condições de reação foram 95°C por 2 minutos, 

30 ciclos de amplificação de 94°C por 30 segundos, 59°C por 45 segundos e 72°C 

por 1 minuto e 30 segundos e um passo de extensão final de 72°C por 5 minutos. As 

amplificações foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 1,5% e coradas 

com Safe DNA Stain (Invitrogen Carlsbad, CA, USA). Em seguida foram visualizadas 

sob luz ultravioleta e a imagem digitalizada em sistemas de fotodocumentação para 

gel de agarose (Kodak Electrophoresis Documentation and Analysis System-EDAS 

290, Kodak, Melville, NY, USA).  

 

Tabela 8. Oligonucleotídeos208 usados na amplificação dos éxons de F8 e seus 
respectivos tamanhos sem/com caudas N13 

Oligonucleotídeos para análise dos éxons de F8 
Identificação 
 

Seqüências 
 

pb 
 

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 
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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 

  
gtagcgcgacggccagtGATCCATCACCTGGAGCAAT 
cagggcgcagcgatgacGGGCCATCAATGTGAGTCTT 
 

 
F8EX14BF   
F8EX14BR   

 599 
633 

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 
cagggcgcagcgatgacGGAAGAAAGCTGTAAAGAAGTAGGC 

248 
282 
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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 
 
gtagcgcgacggccagtTGCAAATGTGCATTTTTCTGA 
cagggcgcagcgatgacCCTCCAGCCCCCTTTACTAT 
 

 
596 
630 

F8EX26CF  
F8EX26CR  

580 
614 

F8EX26DF  
F8EX26DR  

gtagcgcgacggccagtCCACCCCCATAAGATTGTGA 
cagggcgcagcgatgacCTGAAGAAACCAGCAGGAAAA 
 

580 
614 

F8EX26EF  
F8EX26ER  

gtagcgcgacggccagtCCCCAAAGGTGATATGGTTTT 
cagggcgcagcgatgacTCAGTGTTCACATTTTTATTTCCA 
 

230 
264 

As extremidades N13F e N13R estão indicadas em itálico.  
 

3.11.2 Purificação dos produtos amplificados 

  

  A purificação dos produtos de PCR amplificados foi realizada por um único 

passo de precipitação usando solução de PEG (polietileno glicol 8000) contendo 

26,2% de PEG 8000, 6,6 mM de cloreto de magnésio e 0,6 M de acetato de sódio 

pH 5,2 segundo protocolo estabelecido por Rosenthal et al.,1993272 com 

modificações. Os produtos de PCR foram adicionados a igual volume de solução de 

PEG, cuidadosamente homogeneizados e incubados à temperatura ambiente por 10 

minutos. Em seguida, foram centrifugadas a 13000 rotações por minuto (rpm) 

durante 25 minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente removido e os produtos de 
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PCR sedimentados foram lavados com etanol absoluto e, em seguida, etanol 85%. A 

seguir, o sobrenadante foi diluído em água bidestilada e quantificado por 

espectrofotometria no equipamento NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, 

DE, USA) 

 

3.11.3 Reações de Sequenciamento 

 

 O ciclos de sequenciamento foram realizados com o sistema o Big Dye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystem, California, USA).  As 

reações com volume final de 10 L consistiram de 10-30 ng de produto de PCR 

purificado, 3,2 picomoles (pmol) de oligonucleotídeos (senso ou antisenso), Big Dye 

e tampão de reação para concentração final de 1X. As reações foram realizadas em 

termociclador (Mastercycler Gradient, Hamburg, Alemanha) sob as seguintes 

condições: ciclo inicial de desnaturação de 96ºC por 2 minutos, seguidos de 44 

ciclos de 96ºC por 20 segundos, 50ºC por 15 segundos e 60ºC por 4 minutos.  

A purificação dos produtos da extensão foi realizada mediante adição de 

quatro volumes de isopropanol 65% e subseqüente incubação à temperatura 

ambiente por 15 minutos sob proteção da luz. Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas a 3750 rpm por 45 minutos. Após o descarte do sobrenadante, foram 

adicionados 10 volumes de etanol 70% e as amostras foram novamente 

centrifugadas a 3750 rpm por 15 minutos.  Após o descarte do sobrenadante, as 

amostras foram incubadas à temperatura ambiente sob proteção da luz por 30 

minutos.  

 Finalmente, as amostras foram previamente eluídas em formamida, pré-

aquecidas a 95ºC por 5 minutos e submetidas à eletroforese por capilaridade usando 

o seqüenciador automático ABI Prism 3100 Genetic Analizer ou 3130 Genetic 

analizer (Applied Biosystem, Califórnia, USA). 

 

3.11.4 Análises das sequências 

 

 Os eletroferogramas foram analisados pelo programa Sequence Scanner 

(http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home/support/software/)273cujo valor 

de alta qualidade para bases varia entre 50-99% (Figura 19). As sequências foram 

ainda analisadas e alinhadas pelo programa SeqAssem DNA Contg Assembly 

Sofware (http://www.sequentix.de/software_seqassem.php/)274.   Nomenclatura para 
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a identificação das alterações foi baseada nas orientações do Human Genomic 

Variation Society, HGVS (http://www.HGVS.org/mutnomen/)275. 

 

 
Figura 19: Parâmetros de qualidade estabelecidos pelo programa Sequencer 
scanner 
 

3.12 Levantamento de prontuários médicos 

 

 Os prontuários médicos de todos os pacientes com hemofilia A, com perfil 

molecular determinado, foram analisados para a coleta de dados laboratoriais 

relativos à dosagem de inibidores, e perfil sorológico. Todos os dados foram 

anotados em fichas de coleta de dados (Anexos 6.7). 

 

3.12.1 Coleta de dados sobre inibidores 

 

Inibidores são mensurados por testes qualitativos (teste de mistura e pesquisa 

de inibidores) e por testes quantitativos (dosagem de inibidores). Para a coleta de 

inibidores foram considerados apenas os testes quantitativos cujas dosagens foram 

superiores a uma unidade Betesda por mL (UB/ml) realizados a partir de 1993. 

 

3.12.2 Coleta de dados do perfil sorológico  

 

 Foram coletados dados relativos aos seguintes marcadores sorológicos: HIV, 

HTLV, HBSAg , anti-HBs, anti HBc,  anti-HCV e HCV confirmatório, tomando como 

referência a última avaliação sorológica do paciente. 
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3.13 Análise estatística 

 

Pacientes foram classificados de acordo com cada uma das variáveis de 

interesse: categoria de mutação, presença de inibidor e perfil sorologico (anti-HTLV 

I/II, anti-HCV, anti-HBs, HbsAg, anti-HbC e anti-HIV I/II). Foi realizada análise 

univariada (descritiva) e bivariada (variáveis de associação: categoria de mutação e 

presença/ausência de inibidores). Foram considerados como ponto de corte para 

associação valores de p inferiores a 0,05 para os testes Qui-quadrado e Teste exato 

de Fisher.  
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Abstract 

 

Hemophilia A (HA) is an X-linked inherited bleeding disorder of variable clinical 

severity and presentation, caused by decreased activity of factor VIII (FVIII) due to 

heterogeneous mutations in the coding gene (F8). The formation of inhibitory 

alloantibodies is, in the postinfectious era, the most severe and costly complication of 

replacement therapy in patients with HA. In order to investigate whether the 

development and long-term course of inhibitors is associated with F8 genotype, we 

studied a cohort of patients with severe HA from two Brazilians centers. We also 

investigated the association of sorological profile for viral diseases with the presence 

or absence of inhibitors. The population studied consisted of 90 patients and their 

genotype was characterized as: intron 1 inversion (INV1) (n = 8), intron 22 inversion 

(INV22) (n = 56), frameshift mutations (c.3134_3135insC, c.6876_6877insT, 

c.2295_2296del, c.2962_2963insGT, c.1233_1234insT, c.4866_4868 del) (n=7), 

nonsense mutations (c.3981G>T, c.88G>T, c.2440C>T, c.2344G>T, c.5878C>T, 

c.5032C>T, c.3119T>G, c.2372G>A, c.6496C>T, c.1063C>T) (n =16) and missense 

mutations (c.6046C>T, c.901C>T)(n = 3). Ten mutations (c.3134_3135insC, 

c.6876_6877insT, c.3982C>T, c.3780C>G, c.2295_2296del, c.2962_2963insGT, 

c.1233_1234insT, c.2344G>T, c.3119T>G, c.5032C>T ) are new mutations. Inhibitor 

data was available for 75/90 patients (83%). Statistical analysis revealed no 

association between the different groups of mutation (INV 1 and 22, nonsense, 

missense and frameshift) and the development of persistent inhibitors (p> 0.05). 

Also, there was no association between any of the different serological tests and the 

development of persistent inhibitors (p> 0.05). Our results demonstrate that the 

development of persistent inhibitors in severe HA is not associated with a particular 

category of F8 mutation and that other genetic and/or non-genetic risk factors are 

involved in inhibitor development.  
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Introduction 

 

Hemophilia A (HA) is an X-linked inherited bleeding disorder caused by decreased 

activity of factor VIII (FVIII) due to heterogeneous mutations in the coding gene (F8). 

HA is one of the most common severe hereditary bleeding disorders in humans, and 

has an estimated prevalence of 1 in 5000-10.000 male newborns(1). The F8 is 186 

Kb in size and has 26 exons (approximately 9 Kb cDNA) encoding a protein of 2332 

amino acids. It consists of five domains, three homologous A domains, one B domain 

and two C domains(2). FVIII circulates in plasma complexed with von Willebrand 

factor (VWF), which protects FVIII from degradation(3). When FVIII is required for 

clotting, it is dissociated from the VWF by the action of thrombin. FVIII participates of 

sequential enzymatic reactions that culminate in the formation of fibrin(4). 

The most common genetic defect in patients with severe HA is the intron 22 inversion 

(INV22), which is associated with up to 45% of severe cases of HA(5, 6). Another 

recurrent mutation is the intron 1 inversion (INV1), which is present in up to 5% of 

severe HA. Both inversions are caused by recombination events between sequences 

present in introns 1 and 22 of F8 and their respective homologous copies present in 

the telomeric region of X chromosome (7, 8). The remaining cases of HA are due to 

numerous and distinct mutations distributed throughout the gene. The most common 

defects are point mutations followed by small insertions and deletions(9).  

One of the most serious complications of HA is the development of inhibitors (10, 

11). Inhibitors are aloantibodies that develop in response to FVIII replacement 

therapy in up to 30% of patients with HA. Once inhibitors develop, there is a lack of 

response to replacement therapy with FVIII concentrates. More than 95% of 

inhibitors develop within the first 50 exposure days to FVIII-containing products. 

Immunotolerance induction (ITI) is the treatment of choice for patients who develop 

persistent inhibitors. It consists of infusion of FVIII concentrates daily or 3 times per 

week for several months and can eradicate 60-90% of inhibitors. ITI is not yet 

available as a public policy in Brazil for patients with HA who develop inhibitors. 

Inhibitor development is associated with genetic and environmental factors. Within 

the genetic factors, F8 genotype has been reported as the most important(12). 

Mutations associated with a high prevalence of inhibitors include null mutations, large 

deletions, nonsense mutations, and INV22(13). The reported environmental factors 

related to inhibitor development are intensive exposure to FVIII concentrates, 
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presence of concurrent infection/inflammatory state, type of FVIII concentrate used 

and age at first exposure to FVIII concentrates(14). 

We have recently reported the long-term course of inhibitors in HA without ITI and 

have found that ITI might not be needed for all patients with inhibitors, especially 

when their maximum historic inhibitor titer is below 10 BU/ml(15). In order to evaluate 

whether the type of F8 mutation influences the development of inhibitors, as well as 

their long-term course, we genotyped 90 patients with severe HA and analysed the 

association of F8 genotype and inhibitor formation/ long-term course of inhibitor. We 

have also evaluated the infectious status for hepatitis B, C, HTLV and HIV in those 

patients. 
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Methods 

 

Subjects 

 

The patients enrolled in this study are attended at two Brazilian hemophilia 

centers - Fundação HEMOMINAS, Minas Gerais, Brazil and Hemocentro de 

Campinas, Campinas, São Paulo, Brazil (which is an International Hemophilia 

Training Center of the World Federation of Hemophilia). A total of 90 patients with 

severe HA with FVIII coagulant activity (FVIII:C) below 0.01 UI/mL (< 1%) were 

genotyped. All participants were included in the study after signing informed consent. 

The study was approved by local Ethical Committees. 

 
 

Inhibitors testing and definition 

 

Information about inhibitors was collected from patients‟ records. According to 

local guidelines, it is recommended that patients with haemophilia have inhibitor 

testing at least once a year (mostly at each 6 months), while on use of replacement 

treatment or more frequently in selected situations. Tests included inhibitor screening 

(50:50 mixing test) and quantitation of inhibitor by using either the Bethesda or 

Bethesda modified assay (16). The 50:50 mixing test was performed with 2 hours 

pre-incubated samples at 37°C. The Bethesda assay was considered positive if 

results were above 1 BU/mL. Both laboratories participate on the International 

External Quality Assessment Scheme by the World Federation of Hemophilia.  

Inhibitors were classified as “negative” if measurements were < 1 BU/mL and positive 

if measurements were ≥ 1 BU/mL. Persistent inhibitors were classified as two or 

more inhibitor measurements ≥ 1 BU/mL, with interval of 4 weeks between 

measurements.  

 

Serological testing 

Information about sorological testing was collected from patients‟ records. It 

was considered the last result recorded. Data collected included: anti-HIV I/II 

(ELISA), anti-HCV (ELISA), anti-HTLV I/II (ELISA), HbSAg and anti-HbS. 

 

Blood samples and DNA preparation 
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A blood sample (5-10 mL) was collected in ethylenediaminotetracetic acid or 

sodium citrate and DNA was extracted from peripheral blood according to standard 

procedures (17). 

 

Mutations analysis 

 

INV1 was detected by using a multiplex PCR based according to Bagnal and 

colleagues (7). INV22 was detected by using a inverse PCR based on the method of 

Rossetti and colleagues (18). PCR amplification of all 26 exons including flanking 

intronic and promoter regions was performed using primers previously designed by 

Steve Keeney (19). The amplicons were purified and sequenced in both directions 

using the ABIPRISM dye terminator cycle sequencing reactions kit (Applied 

Biosystem, California USA) and electrophoresis was performed on an ABI3130 

Genetic Analyzer (Applied Biosystem, California USA). All sequences were analyzed 

by alignment with the wild type F8 gene sequence Genebank Database (Refseq 

NG_011403).  

 

Mutation Nomenclature 

F8 numbering is based on the cDNA sequence (Ref Seq NM_000132.3) in 

accordance to the recommendations for description of sequence changes given by 

Human Genomic Variation Society, HGVS (http://www.HGVS.org/mutnomen/). HGVS 

suggests that the numbering of amino acids should start from methionine of the 

native protein. The mutations found were compared with mutations described in 

HGMD database (www.hgmd.cf.ac.uk/)42 and F8 HAMSTeRs database 

(http://www.hgmd.cf.ac.uk/). 

 

Data and statistics analysis 

The program SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) was used for 

the statistical analysis. Patients were classified according to the variables: category 

of mutation (INV1, INV22, nonsense, missense, splice-site and frameshift) presence 

or absence of persistent inhibitors, serology for HTLV I/II, hepatitis B and C, and HIV 

I/II. Univariate and bivariate analysis were used for descriptive statistics and for the 

analysis of association between inhibitor and category of mutation, respectively. To 

test statistical significance of the associations between variables the Pearson Chi-
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Square and the Fisher's Exact Test (for small values) were used. The p-value <0.05 

was used as a cut-off for significance. 

 

 



- 99 - 
 

Results 

 

Mutations analysis 

Patients were initially tested for the presence of INV1, which was detected in 

8/190 patients (4.2 %) (Figure 1). This mutation was studied in a total of 150 patients 

from HEMOMINAS and 40 patients from UNICAMP. We also analyzed the presence 

of INV22 and found 56/90 patients (62.2%) affected. This mutation was studied in 50 

patients from HEMOMINAS and 40 from UNICAMP (Figure 1 and 2).  

A total of 26/90 patients (28.8%), who were negative for both inversions, were 

analyzed for the presence of other mutations in the coding and intron-exon boundary 

regions of F8. We found 18 different causative mutations: 6 frameshift mutations 

(c.3134_3135insC, c.6876_6877insT, c.2295_2296del, c.2962_2963insGT, 

c.1233_1234insT, c.4866_4868 del), 10 nonsense mutations (c.3981G>T, c.88G>T, 

c.2440C>T, c.2344G>T, c.5878C>T, c.5032C>T, c.3119T>G, c.2372G>A, 

c.6496C>T, c.1063C>T)  and 2 missense mutations (c.6046C>T, c.901C>T) (Table 

1). The missense mutation  c.6046C>T  was present in two patients, the nonsense 

mutation c.5878C>T  was present in 4 patients, the nonsense mutation c.3982C>T             

was present in 2 patients and the frameshift mutation  c.3134_3135insC   was present 

in 2 patients. A total of 10/19 (52.6%) mutations are here reported for the first time 

(c.3134_3135insC , c.6876_6877insT, c.3982C>T, c.3780C>G, c.2295_2296del, 

c.2962_2963insGT, c.1233_1234insT, c.2344G>T, c.3119T>G, c.5032C>T).  

A total of 4/90patients (4.4%) carried a non-synonymous polymorphism 

(c.3780C>G), a normal sequence variation generally associated with lower FVIII 

activity (20, 21). In adition, 2 synonymous polymorphisms (c.3981G>T , c.3864A>C )    

were found in 2 patients. One of them (c.3981G>T ) is a new polymorphism (Table 1). 

 

Association between genotypes and inhibitors in patients groups 

Data on inhibitor development were available in 75/90 (83%) of genotyped 

patients. Persistent inhibitors against FVIII developed in 23/75 patients (30.6%). 

There was no association between the different groups of mutation (INV 1 and 22, 

nonsense, missense, and frameshift) and the development of persistent inhibitors (p> 

0.05).The analysis regarding the association between the type of F8 mutation and 

the long-term course of inhibitors is underway.  

Association between serological testing and inhibitors 
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The association of the serology for HTLV I/II, hepatitis B and C, and HIV I/II 

and the presence or absence of persistent inhibitors was also studied. The 

information was available for all patients. There was no association between any of 

the different serological tests and the development of persistent inhibitors (p> 0.05).  
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Discussion 
 
 

We have recently reported the long-term course of inhibitors in HA without ITI 

and have found that ITI might not be needed for all patients with inhibitors, especially 

when their maximum historic inhibitor titer is below 10 BU/ml (15). In order to 

evaluate whether the type of F8 mutation influences the development of inhibitors 

and of their long-term course, we genotyped 90 patients with severe HA from two 

Brazilian hemophilia centers and analysed the relationship between genotype and 

inhibitor formation. We have also evaluated the infectious status for hepatitis B, C, 

HTLV and HIV in those patients. 

The INV1 was searched in 190 patients and was present in 8 patients (4.2 %). This 

frequency is similar to others reported in the literature, although there are variations 

in the populations studied (22). The INV22 was found in 56/90 patients (62.2%). This 

prevalence is higher than the ones reported in the literature, which are in the range of 

40-50%(23). This is likely to reflect the fact that, in Hemocentro de Campinas, there 

was a preferential genotyping of patients with HA and inhibitor. Indeed, in 27/40 

patients (67.5%) from this center presented INV22, in contrast with 29/50 (53%) of 

patients from Fundação HEMOMINAS. 

Direct sequencing of coding and intron-exon boundary regions of F8 

demonstrated 19 different causative mutations: 6 frameshift mutations 

(c.3134_3135insC, c.6876_6877insT, c.2295_2296del, c.2962_2963insGT, 

c.1233_1234insT, c.4866_4868 del), 10  nonsense mutations (c.3981G>T, c.88G>T, 

c.2440C>T, c.2344G>T, c.5878C>T, c.5032C>T, c.3119T>G, c.2372G>A, 

c.6496C>T, c.1063C>T) and 2 missense mutations (c.6046C>T, c.901C>T). Ten 

mutations (c.3134_3135insC, c.6876_6877insT, c.3982C>T, c.3780C>G, 

c.2295_2296del, c.2962_2963insGT, c.1233_1234insT, c.2344G>T, c.3119T>G, 

c.5032C>T) are new mutations and are here reported for the first time.  

Data on inhibitor development were available in 75/90 (83%) of genotyped 

patients and persistent inhibitors against FVIII developed in 23/75 patients (30.6%). 

This prevalence is at the highest level described in patients with HA, which ranges 

from 10-30%. The main reason for this is probably due to the preferential genotyping 

of patients with HA and inhibitor in Hemocentro de Campinas. Indeed, 16/24 (60%) of 

these genotyped patients presented inhibitors against FVIII. On the contrary, only 

5/50 (10%) of genotyped patients from Fundação HEMOMINAS developed persistent 

inhibitors. There was no association between the different groups of mutation (INV 1 
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and 22, nonsense, missense, splice-site and frameshift) and the development of 

persistent inhibitors (p> 0.05). The analysis regarding the association between the 

type of F8 mutation and the long-term course of inhibitors is still underway.  

Some reports have shown an association between acute or chronic infection with the 

development of persistent inhibitors(24). Therefore, we collected data on serology for 

HIV I/II, HTLV I/II, hepatitis B and C and analysed their association with the presence 

or absence of persistent inhibitors. Data analysis showed no association between 

any of the different serological tests and the development of persistent inhibitors (p> 

0.05).  

Understanding the genetic and environmental risk factors responsible for increased 

riks of inhibitors development is essential to identify a patient‟s risk profile. The 

development of persistent inhibitors in congenital hemophilia A is due to complex 

mechanisms that involve genetic and non-genetic risk factors. According to our data, 

the development of persistent inhibitors was not associated with any of the 

categories of mutations in 90 genotyped patients with severe HA. This study is a first 

analysis.  Others research, also involving specific factors, such as the patient‟s 

immune system, and data on intensity of treatment could provide more conclusive 

information about inhibitors development.  
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Table 1: Summarized data of F8 sequence variations in patients with severe 

hemophilia A  
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01 Inversion Rearrangement inv22      X NR NR NR NR NR R 

02 Inversion Rearrangement inv22      X NR NR NR NR NR NR 

03 Inversion Rearrangement inv22       X R NR NR NR NR NR 

04 Inversion Rearrangement inv22       X NR NR NR NR R R 

05 Inversion Rearrangement inv1         N R NR R NR R R 

06 Inversion Rearrangement inv1         N NR NR NR NR NR NR 

07 Inversion Rearrangement inv22       N NR NR NR NR NR R 

08 Inversion Rearrangement inv1         P NR R NR NR R R 

09 Inversion Rearrangement inv22       N NR NR NR NR NR NR 

10 Inversion Rearrangement inv22       P NR NR NR NR NR R 

11 Inversion Rearrangement inv22       X NR NR NR NR NR NR 
12 Inversion Rearrangement inv22       N NR NR NR NR NR R 

13 Inversion Rearrangement inv22       N NR NR NR NR NR R 

14 Inversion Rearrangement inv22       N NR NR NR NR R R 

15 Inversion Rearrangement inv22       X NR NR NR NR NR NR 
16 Insertion* Frameshift c.3134_3135insC   (B) EX14 

P 
NR NR NR NR NR 

R 16 Substitution Polymorphism c.3780C>G             (B) EX14 

17 Inversion Rearrangement inv1         N NR NR NR NR NR R 

18 Inversion Rearrangement inv1        N NR NR NR NR R R 

19 Inversion Rearrangement inv1        N NR NR NR NR NR R 

20 Inversion Rearrangement inv22       N NR NR NR NR R R 

21 Insertion* Frameshift c.6876_6877insT (C2) EX25 X NR NR NR NR NR NR 
22 Substitution* Nonsense c.3982C>T           (B)   EX14 

N 
NR NR NR NR R 

NR 22 Substitution* polymorphism c.3981G>T           (B)   EX14 

23 Inversion Rearrangement inv22       N NR NR NR NR R R 

24 Inversion Rearrangement inv22       X NR NR NR NR NR NR 
25 Substitution Missense c. 901C>T            (A1) EX 7 

N 
NR NR NR NR NR 

NR 25 Substitution polymorphism c.3864A>C           (B)   EX14 

26 Inversion Rearrangement inv22       N NR NR NR NR NR NR 

27 Substitution* Nonsense c.88G>T                 (A1) EX1 
N 

NR NR NR NR NR 

NR 27 Substitution polymorphism c.3780C>G            (B)  EX14 

28 Inversion Rearrangement inv22       N NR NR NR NR NR NR 

29 Inversion Rearrangement inv22       N NR NR NR NR R R 

30 Deletion* Frameshift c.2295_2296del     (B) EX14 N NR NR NR NR NR R 

31 Inversion Rearrangement inv22       N NR NR NR NR NR NR 

32 Inversion Rearrangement inv22       X NR NR NR NR NR NR 
33 Inversion Rearrangement inv22       N NR NR NR NR NR R 

34 Inversion Rearrangement inv22       N NR NR NR NR NR R 

35 Inversion Rearrangement inv22       N NR NR NR NR NR NR 

36 Substitution Nonsense c.2440C>T             (B) EX14 N NR NR NR NR R R 

37 Insertion* Frameshift c.2962_2963insGT (B) EX14 N NR NR NR NR R NR 

38 Inversion Rearrangement inv1         P NR NR R NR R R 

39 Inversion Rearrangement inv22       X NR NR NR NR NR NR 
40 Insertion* Frameshift c.1233_1234insT  (A2)  EX8 

N 
NR NR NR NR NR 

R 40 Substitution Polymorphism c.3780C>G            (B)  EX14 

41 Substitution* Nonsense c.3982C>T             (B) EX14 
N 

NR NR NR NR NR 

NR 41 Substitution polymorphism c.3981G>T             (B) EX14 

42 Inversion Rearrangement inv1         P NR NR NR NR R R 

43 Inversion Rearrangement inv22       N NR NR NR NR R R 

44 Insertion* Frameshift c.3134_3135insC  (B) EX14 
P 

NR NR NR NR NR 

NR 44 Substitution Polymorphism c.3780C>G            (B) EX14 

45 Inversion Rearrangement inv22      N NR R NR NR NR R 

46 Inversion Rearrangement inv22       X NR NR NR NR NR NR 
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47 Inversion Rearrangement inv22      X NR NR NR NR NR NR 
48 Inversion Rearrangement inv22       X NR NR NR NR NR NR 
49 Substitution Nonsense c.2440C>T           (B)  EX14 X NR NR NR NR NR NR 
50 Substitution* Nonsense c.2344G>T            (B)  EX14 X NR NR NR NR NR NR 
51 Inversion Rearrangement inv22        P NR NR NR R NR NR 

52 Substitution Nonsense c.5878C>T           (A3) EX18    P NR NR NR R NR R 

53 Substitution Nonsense             c.5878C>T        (A3) EX18    P NR NR NR R NR R 

54 Substitution Nonsense             c.5878C>T        (A3) EX18    P NR NR NR R NR R 

55 Inversion Rearrangement inv22     P NR NR NR R NR NR 

56 Inversion Rearrangement inv22    P NR NR NR R NR NR 

57 Inversion Rearrangement inv22    P NR NR NR R R R 

58 Inversion Rearrangement inv22     P NR NR NR R NR NR 

59 Substitution Nonsense    c.5878C>T          (A3) EX18   P NR NR NR R NR R 

60 Inversion Rearrangement inv22     P NR NR NR R NR NR 

61 Inversion Rearrangement inv22    P NR NR NR NR NR NR 

62 Inversion Rearrangement inv22     P NR NR NR R NR NR 

63 Inversion Rearrangement inv22    P NR NR NR R NR NR 

64 Inversion Rearrangement inv22  P R R R R R R 

65 Deletion   Frameshift c.4866_4868 del   (B) EX 14 P NR NR NR R NR R 

66 Substitution* Nonsense c.5032C>T         (A3) EX 14 P NR NR NR R R R 

67 Inversion Rearrangement INV22  N NR NR NR R NR R 

68 Substitution Missense c.6046C>T          (A3) EX19 P NR NR NR R NR NR 

69 Inversion Rearrangement inv22  N NR NR NR R NR NR 

70 Inversion Rearrangement inv22 N R R R R R R 

71 Inversion Rearrangement inv22  N NR NR NR R NR NR 

72 Substitution* Nonsense c.3119T>G            (B) EX 14 N NR NR NR R NR NR 

73 Inversion Rearrangement inv22  N NR NR NR NR NR R 

74 Inversion Rearrangement inv22 N NR NR NR R NR NR 

75 Inversion Rearrangement inv22  N NR NR NR R NR NR 

76 Inversion Rearrangement inv22 N NR NR NR R NR NR 

77 Substitution Nonsense c.2372G>A            (B)  EX14 N NR NR NR R NR NR 

78 Inversion Rearrangement inv22 N NR NR NR R NR NR 

79 Inversion Rearrangement inv22 N NR NR NR R NR NR 

80 Inversion Rearrangement inv22 N NR NR NR R NR R 

81 Inversion Rearrangement inv22 N NR NR NR R NR R 

82 Substitution Nonsense c.6496C>T            (C1)EX23 N NR NR NR NR R R 

83 Inversion Rearrangement inv22 N NR NR NR R NR NR 

84 Inversion Rearrangement inv22 N NR NR NR R NR NR 

85 Substitution Nonsense c.1063C>T             (A1) EX8 N NR NR NR R NR NR 

86 Inversion Rearrangement inv22 N NR NR NR R NR NR 

87 Inversion Rearrangement inv22 N NR NR NR R NR NR 

88 Substitution Missense c.6046C>T           (A3) EX19 P NR NR NR NR NR NR 

89 Substitution Nonsense c.2372G>A            (B)  EX14 N NR NR NR R NR NR 

90 Inversion Rearrangement inv22 N NR NR NR R NR R 

 The numbering of F8 mutations is based on cDNA sequence (RefSeq 
NM_000132.3) according to international recommendations for the descriptions of 
sequence changes given by the Human Genome Variations Society, HGVS 
(http://www.hgvs.org/mutnomen/).  (*) novel mutations and polymorphisms, not 
previously reported in HAMSTeRS database (http://europium.csc.mrc.ac.uk/) or 
HGMD database (www.hgmd.cf.ac.uk/). Abreviations: P, persistent positive inhibitor; 
N, negative; NR, non reagent; R, reagent; c., coding DNA sequence, inv, inversion; 
del, deletion; ins, insertion; Domains and exons are indicated where appropriate. 
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Figure 1: Electrophoresis gel of F8 intron 1 inversion. M, molecular weight marker 
(Perfect DNATM Markers, 0,5-12kbp, Novagen, Gibbstown, USA); lane 1, control 
patients without intron 1 inversion with fragments of 1908 bp and 1191 bp; lane 2, 
blank; lanes 3-9, patients with intron 1 inversion with fragments of 1726 bp and 1323 
bp.                        
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Figure 2: Gel electrophoresis of F8 intron 22 inversion. M and lane 6, molecular 
weight markers ( X174 DNA/BsuRI(HaeIII) Fermentas, Vilnius-Lithuania)- ; lanes 1 
blank; lanes 2 and 3, patients with intron 22 inversion; lane 4, patient without FVIII 
intron 22 inversion. 
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Abstract 

 

Background: Congenital hemophilia A is caused by a broad spectrum of mutations 

in the gene encoding the coagulation factor VIII (F8). Two recurrent inversions are 

responsible for the coagulation disorder in about half of the severely affected 

patients. Whereas several abnormal patterns found in routine mutation screening for 

the more frequent int22h-related inversions have been classified into subtypes, data 

on aberrant patterns for the diagnosis of the int1h-related inversion are scarce. 

Furthermore, the molecular mechanism behind those aberrant patterns has not been 

explored to date. Recently, we described an unusual pattern for F8 intron 1 inversion 

in a Brazilian patient with severe haemophilia A. This unusual pattern was further 

investigated in order to elucidate the molecular events behind this causative 

mutation. 

Methods: Genomic DNA was isolated from the proband‟s blood and his relatives. 

This was used for analysis of exonic and intronic F8 regions using conventional 

polymerase chain reaction (PCR) followed by subsequent tests of inverse-PCR and 

sequencing. In parallel, quantitive PCR and primer walking tests are underway to 

elucidate the molecular event.  

Results: Our results point to a third int1h-copy mediating the recombination event. 

According to amplification using internal primers for int1h-1 sequence, this third copy 

is a defective copy of int1h, which mediates the recombination event.  

Conclusion: The presentation of this case report demonstrates that, as observed for 

the intron 22 inversion, unusual pattern of mutations are also observed for the intron 

1 inversion. Additional testing in progress will show detail of this recombination event.  
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Introduction 

 

Hemophilia A, the most common severe coagulation disorder in males, is 

caused by absence or impaired activity of clotting factor VIII (FVIII) resulting from a 

broad spectrum of mutations in the 186 kb large X-chromosomal FVIII gene (F8). Its 

location at the most distal band (Xq28) of the long arm of the X chromosome 

facilitates rearrangements especially during male meiosis due to the higher flexibility 

of the telomeric end of the X chromosome in the absence of a second pairing X-

chromosome(1). Consequently, two recurrent inversions are responsible for the 

coagulation disorder in about half of the severely affected patients(2) (3) .In the more 

frequent case, a hot spot of intrachromosomal recombination between a 9.5 kb 

region within F8 intron 22 and one of its two extragenic telomeric copies leads to the 

recombination event (4). More rarely, disruption of F8 may also occur by 

recombination between a 1 kb portion of F8 intron 1 (int1h1) and its duplicated 140 

kbp distant extragenic version, int1h2 (5).  

 

 

We have recently found that int22h-related inversions can be associated with 

concomitant large deletions in F8 (6), which is responsible for an increased risk of an 

immune response against therapeutic exogenous FVIII. However, whereas abnormal 

patterns in routine mutation screening for int22h-related inversions have been 

classified into subtypes and sometimes even involve additional copies of the int22h 

region, data on aberrant results for the int1h-diagnosis are scarce and the 

rearrangements have not yet been explained at the genomic level. This study aimed 

at the elucidation of the molecular defect underlying such an unusual pattern that 

was discovered in a Brazilian haemophiliac. 
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Materials and Methods 

 

Subjects and DNA extraction 

 

The index patient (a man of forty years old with family history of haemophilia) 

and his relatives (Figure 1), were studied after informed consent to participate in the 

study in accordance with the Declaration of Helsinki. Genomic DNA was extracted 

from peripheral blood lymphocytes by standard procedure (7).  

 

Analysis of F8 intron 1 inversion 

 

The patients and his relatives were analysed for the F8 intron 1 inversion by 

multiplex PCR as described by Bagnall and colleagues (5). Primers and pattern of 

amplification for analysis of FVIII intron 1 inversion are showed in Table 1. 

 

Analysing the integrity of int1h-1 

In order to analyse the integrity of int1h-1, PCR reactions were performed by 

using primers designed for the internal region of int1h (Table 2). The amplification of 

internal int1h-1 was performed by using 50-100 ng of genomic DNA, in a final 

reaction volume of 25 L containing 1,5 mM MgCl2, 20 mMTris-HCl (pH8,7), 50 mM 

KCl and 1 U of Taq polymerase (Fermentas, Vilnius Lithuania). After an initial 

denaturation at 95º C for 5 min, thirty cycles of PCR were carried out at 94ºC for 30 

seconds, 65ºC for 30 seconds and 72ºC for 2 minutes.  

 

Inverse PCR for location of the third copy of int1h 

 

An attempt to elucidate the site of the third copy of int1h, we developed a 

strategy based on inverse PCR. The int1h-1 was scanned with program WEB cutter 

(http://bio.lundberg.gu.se/cutter2/) (8) for analysis of restriction enzymes that do not 

cut the internal region int1h-1, but eventually have restriction sites in flanking 

sequences of int1h-1. Among the various enzymes found, we selected the enzyme 

HinfI to initiate the analysis. The genomic DNA of index patient was digested with the 

restriction enzyme HinfI. The resulting fragments were used for a ligation reaction 

and the circular fragments were used as template for PCR reaction. The 

oligonucleotides used in this PCR were the same used for amplification of the 
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internal region of int1h-1. The PCR conditions were the same used for amplification 

of the internal region of int1h-1. 

 

Primer walking and interlaced and unpredictably primed PCR 

 

Primer walking techniques were performed using the DNA of the index patient 

including thermal assymetric interlaced and unpreditably primed PCR to identify 

unknown sequences flanking the amplifiable region. In addition, analysis by real time 

PCR also is in course. 
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Results  and Discussion 

 

Analysis of F8 intron 1 inversion 

 

The analysis of F8 intron 1 inversion of the index patient and his relatives are 

shown in Figure 2. Wild type subjects show a fragment of 1908 bp (copy int1h-1) and 

a fragment of 1191 bp (copy int1h-2), while subjects with F8 intron 1 inversion display 

a fragment of 1323 bp (int1h-1) and a fragment of 1776 bp. The index patient shows 

a fragment of 1323 bp (int1h-1) and a fragment of 1191 bp. Schematic representation 

of the results is shown in Figure3.  

The presence of a fragment of 1323 bp resulting from the amplification of 

int1h-1 in the index patient confirms the pattern of inversion. But, on the contrary, the 

presence of a fragment of 1191 bp resulting of amplification of int1h-2 is compatible 

with the absence of F8 intron 1 inversion. The absence of the 1776 bp band typical 

for inverted fragment on patients with the inversion, pointed to a deletion in the site of 

annealing of the primer that associated to 9F primers. These results are supported by 

results of PCR analysis for internal amplification of int1h-1. Attempts to amplify int1h- 

1 region involving primer 9F failed consistently when combined with primer int1h-2R. 

These results pointed to the possibility of a third copy of int1h responsible for the 

recombination event. This hypothesis is shown in Figure 4. 

 

Analysing the integrity of int1h-1 

 

The amplification of the region int1h-1 when using internal primers combined with 

primer 9F (Table 2) showed a pattern of amplification when we used the combination 

9F + 100RA. However, no amplification was observed in other combinations (data 

not shown). 

 

Inverse PCR for location of the third copy of int1h 

 

The assays based on inverse PCR still did not show any pattern of 

amplification. Negative result may be explained by the position of restrictions sites for 

hinfI in the flanking regions int1h-1. The restriction sites for HinfI could be located at 

distant points that prevented the amplification of a fragment by conventional PCR. 

Further tests are underway with other restriction enzymes. 
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The knowledge of this first  analysed case and the interpretation of two 

previously independently reported patterns suggests that  aberrant pattern for intron1 

inversion  may be a recurrent event in analogy to recurring int22h-inversions(6)  

Besides its relevance for clinical, the detection of additional patterns could lead to 

understanding of mechanisms behind  genomic rearrangements causing hemophilia 

and other diseases. 
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Figure 1. Pedigree of proband‟s family showing the pattern of amplification of intron 1 
inversion. Abreviations: F, father, M, Mother, S, sister, P, proband, Kb, Kilobase. 
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Table 1. Primers and patterns of amplification for the analysis of intron 1 inversion. 
Abbreviation: INV1, FVIII intron 1 inversion; bp, base pairs. 
 
Analysis of intron 1 inversion 

Primer Sequence (5’-3’) bp  

9cR CTAGCTTGAGCTCCCTGTGGG 20 

9F TTGTTGGGAATGGTTACGG 20 

Int1h-2F GGCAGGGATCTTGTTGGTAAA 21 

Int1h-2R TGGGTGATATAAGCTGCTGAGCTA 24 

Description of pattern of amplification 

Reaction 1 2 

Sequence Int1h-1(intragenic copy) Int1h-2 (extragenic copy) 

Primers 9F, Int1h-2F,9cR 9F,Int1h-2F,Int1h-2R 

Without INV1 (9F/9cR)1908 bp (Int1h-2F/Int1h-2R)1191 bp 

With INV1 (Int1h-2F/9cR) 1323 bp  (Int1h-2R/9F) 1726 bp 

carriers (9F/9cR) 1908 bp 
(Int1h-2F/9cR) 1323 bp 

(Int1h-2F/Int1h-2R) 1191bp 
 (Int1h-2R/9F) 1726 bp 
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Figure 2. PCR products for detection of intron 1 inversion. (A) Lane 1, Molecular 
weight marker (Perfect DNA

TM Markers, 0,5-12kbp, Novagen, Gibbstown, USA); lane 
2, negative control; lane 3, patient without inv1 showing fragments of 1908 bp and 
1191 bp from the amplification of int1h-1 and int1h-2, respectively; lane 4, patient 
with inv1 showing fragments of 1,323 bp and 1776 bp related to reaction of int1h2/1 
and int1h1/2, respectively; lane 5, proband with abnormal pattern of inv1 showing 
fragments of 1323 bp and 1191 bp related to reaction int1h-1 and int1h-2, 
respectively; lane 6, int1h-1 patient without inv1; lane 7, int1h-2 of patient without 
inv1; lane 8, int1h-1 of patient with inv1; lane 9 int1h-2 of patient with inv1; lane 10, 
int1h-2/1 of proband; lane 11, int1h1/2 of proband. (B) Lane 1, Molecular weight 
marker (Perfect DNA

TM Markers, 0,5-12kbp, Novagen, Gibbstown, USA); lane 2, 
negative control; lane 3, proband with the abnormal inv 1 pattern; lane 4, proband‟s 
mother; lane 5, proband‟s daughter; lane 6, proband‟s sister; lane 7, patient with 
Inv1.  
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Figure 3. Schematic representation of the pattern of amplification found in wild type, 
intron 1 inversion and the pattern found in proband 
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Figure 4. Schematic representation of the hypothesis of the third copy of int1h-1. A, 
The copy is downstream int1h-2; B, the copy is upstream int1h-2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



- 121 - 
 

 
Table 2. Oligonucleotides for internal int1h-1 and combination of oligos with the 
primer 9F.  

Primer Sequence (5‟-3‟) Size (bp) 

100RA CTG TAC TGG CTG AGG GCC AGG GC 23 

100RB GCA TCA GGT TGC AGA CAA AGC AG 23 

100FA CAC TCA CTA ATA TGC CTT TGT C 22 

100FB GTG TCC GTC CCT CTC CTT TCG 21 

Combination of primers 

9F   100RA Fragment of ~700pb 

9F  100RB No amplification 

9F  9cR No amplification 
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Figure 5. Schematic representation of the strategy to locate the defective copy of 
int1h-1 
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5 Considerações Finais 

 

 O Brasil tem a terceira maior população mundial de pacientes com hemofilia. 

 Estudos focados na caracterização molecular das hemofilias são escassos no 

Brasil. O objetivo geral deste estudo foi o de caracterizar, em nível molecular, uma 

coorte de pacientes com hemofilia A grave atendidos na Fundação HEMOMINAS. 

Para o nosso conhecimento, este é o primeiro estudo com este objetivo realizado no 

Estado de Minas Gerais. 

 Um dos aspectos relevantes observados neste trabalho foi a heterogeneidade  

de mutações exibidas por pacientes com hemofilia A grave, sendo algumas destas 

mutações novas, aqui descritas pela primeira vez. Este achado pode ser explicado 

pela expressiva miscigenação racial presente em nossa população.  

 Ainda, foi encontrada uma mutação da inversão do intron 1 com padrão 

aberrante, tendo sido aqui descrita pela primeira vez. Sua caracterização, em nível 

molecular, encontra-se em andamento, mas esboça a existência de um padrão 

complexo de alteração genética. De forma semelhante, observou-se uma grande 

heterogeneidade de mutações em associação com a presença de inibidores 

persistentes. Não houve, entretanto, associação de mutações específicas com esta 

complicação.  

 Este achado contradiz alguns trabalhos que relataram maior prevalência de 

mutações específicas com o desenvolvimento de inibidores. Ainda, não houve 

associação de inibidores com fatores que desafiam o sistema imunológico, tal como 

a presença de infecções virais transmitidas por hemocomponentes e 

hemoderivados. Estes achados demonstram que a formação de inibidores em 

pacientes com hemofilia A é um evento multifatorial e para ao qual colaboram outros 

fatores além do genótipo de F8. Este estudo é uma primeira abordagem deste 

complexo problema, cujos esclarecimentos estarão condicionados á novas análises 

envolvendo principalmente aspectos do sistema imune do paciente e intensidade do 

regime de tratamento. 

 

 

 

 

 

 



- 125 - 
 

6 ANEXOS 

 

6.1 Recomendação do sub comitê científico em fator VIII e IX do Comitê científico e 
padronização da “International Society on Thrombosis and Haemostasis”. 
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6.2 Parecer Consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação 

Hemominas 
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6.3 Parecer do Comitê de Ética do Centro de Pesquisa René Rachou 
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6.4  Carta-convite aos possíveis participantes da pesquisa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
CARTA-CONVITE 

 
 
Belo Horizonte,      de                                   20     . 

Prezado ......................................................................................                                      

 

Tomo a liberdade de lhe escrever esta carta para convidá-lo a participar de uma 

pesquisa a ser iniciada na Fundação HEMOMINAS. 

Estarei coordenando uma pesquisa que pretende estudar as causas genéticas da 

hemofilia A para que possamos compreender melhor esta doença em nosso meio. 

Inicialmente estou convidando os pacientes portadores de HEMOFILIA A GRAVE, como é 

o seu caso. 

Vários benefícios serão advindos desta pesquisa, tais como a determinação do 

defeito genético que causa a sua hemofilia e a determinação da condição de portador do 

gene da hemofilia no caso de mães, irmãs e outras parentes de hemofílicos. A identificação 

do defeito genético que causa a sua hemofilia é extremamente importante para avaliar a 

sua predisposição ao desenvolvimento de inibidores, resposta futura a terapia gênica e 

aconselhamento genético. Sendo assim, esta pesquisa será importante pois irá trazer 

enormes benefícios para você e sua família. 

Os resultados deste estudo serão mantidos em segredo, podendo ser 

informados somente a você. Caso sejam apresentados, serão mostrados em conjunto sem 

dizer que aquele teste é o „seu ou de fulano‟. 

Para que você seja incluído neste estudo é preciso que você seja examinado por 

um médico hematologista do ambulatório do HEMOMINAS e que sejam colhidos 5 ml do 

seu sangue para realização de exame de DNA (para que possamos determinar o defeito 

genético associado à sua hemofilia). Não é necessário estar em jejum absoluto. 

Sendo assim, solicitamos a você que telefone ao ambulatório da fundação HEMOMINAS 

(3248 4596) e marque um horário com as secretárias (quando telefonar dizer que a consulta é para 

participar da pesquisa de hemofilia A grave). Estaremos marcando horários diferentes para facilitar a 

participação de todos os pacientes e forneceremos atestado de comparecimento para fins de trabalho 

e/ou escola. 

A sua presença é muito importante. Participe!!! 

         Agradecemos desde já a sua colaboração. 
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6.5  Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

 

 

 

CONSENTIMENTO PARA PESQUISA 

 

Estamos convidando você para participar da pesquisa ‘Caracterização molecular da 

Deficiência  Hereditária de Fator VIII em pacientes Hemofílicos do Estado de Minas 

Gerais’, para que possamos compreender melhor a hemofilia em nosso meio. A hemofilia A 

é causada por defeito no gene que é responsável pela formação do fator VIII (o fator que é 

deficiente no sangue dos hemofílicos A).  

Gostaríamos de entender: 

1- Quais são os defeitos genéticos que levam à hemofilia A grave no nosso meio; 

2- Qual a relação desses defeitos com a gravidade da doença; 

À partir de então poderemos: 

1-Diagnosticar as mulheres portadoras do gene da hemofilia em sua família; 

2-Oferecer orientação familiar para as pessoas interessadas da sua família. 

A sua participação neste estudo é fundamental e consiste na doação de um tubo (5 ml 

no total) de sangue venoso para que seja realizado exame de DNA (para que possamos 

determinar o defeito genético associado à sua hemofilia). 

O único risco para você estará relacionado à coleta de sangue (p. ex. a possibilidade de 

um hematoma no local da punção venosa). Entretanto, vários benefícios serão advindos 

desta pesquisa, como dito acima.  

Os resultados deste estudo serão mantidos sigilosos, podendo ser informados somente 

a você. Caso sejam apresentados, serão mostrados em conjunto sem  menção de nomes ou 

quaisquer outros meios que possam identifica-lo. 

 

Eu li e entendi o exposto acima sobre a pesquisa e consinto na minha participação. Tenho liberdade de 

retirar o meu consentimento em qualquer fase da pesquisa, caso não queira continuar participando da 

mesma. 

Assinatura_________________________________________Data:___/___/__ 

Nome do participante:______________________    No. Prontuário:__________ 

Endereço residencial: _____________________________________________ 

Bairro: ______________ Cidade: __________________ Telefone: _________ 

Endereço profissional: __________________________ E-mail:______________ 

 

 

Pesquisador 

Telefone para contato com o pesquisador: (031) 3248 4586 

Telefone para contato com o Comitê de Ética: (031) 3248 4587 
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6.6  Ficha de Avaliação Clínica 

 
 

 

 
 
 

“Caracterização molecular da deficiência hereditária de fator VIII em pacientes 
hemofílicos do Estado de Minas Gerais” 

 
FORMULÁRIO DE EXAME CLÍNICO 

 
Dados gerais 

Nome:  No. Prontuário.  

Data de nascimento:  Cidade onde nasceu:  

Profissão: Nome da mãe: 

Endereço atual: CEP.: 

Bairro:  Cidade: Estado: 

Telefone/e-mail:  

 
 

Dados da doença atual 

Diagnóstico: certeza? sim (  ) não (  ) Se pendência, qual? 

Hemofilia: grave (  ) moderada (  ) leve (  ) Nível de fator VIII ao diagnóstico: 

Presença de inibidor: sim (  ) não (  ) nunca (  )  

Níveis de inibidor (preencher tabela, favor usar outro espaço s/n) 
Data __/__/__ __/__/__ __/__/__ __/__/__ __/__/__ __/__/__ __/__/__ __/__/__ 

Inib 
(UB) 

        

Em programa de terapia domiciliar? sim (  ) não (  )      Grupo sanguíneo 
Em uso de aproximadamente   __________ unidades de fator VIII (semana/ mês/ano) 

História hemorrágica 

Idade do primeiro sangramento:                       Onde?  

Hematomas espontâneos sim (  ) não (  ) nunca (  )  
            __________________ freqüência ___________________ (semana/ mês/ano)  Hemartroses sim (  ) não (  ) nunca (  )  
 
Joelho Direito sim (  ) não (  ) nunca (  ) freqüência ________________ (semana/ mês/ano) 

Joelho Esquerdo sim (  ) não (  ) nunca (  ) freqüência ________________ (semana/ mês/ano) 

Cotovelo direito sim (  ) não (  ) nunca (  ) freqüência ________________ (semana/ mês/ano) 

Cotovelo esquerdo sim (  ) não (  ) nunca (  ) freqüência ________________ (semana/ mês/ano) 

Punho direito sim (  ) não (  ) nunca (  ) freqüência ________________ (semana/ mês/ano) 

Punho esquerdo sim (  ) não (  ) nunca (  ) freqüência ________________ (semana/ mês/ano) 

Ombro direito sim (  ) não (  ) nunca (  ) freqüência ________________ (semana/ mês/ano) 

Ombro esquerdo sim (  ) não (  ) nunca (  )freqüência ________________ (semana/ mês/ano) 

Tornozelo direito sim (  ) não (  ) nunca (  ) freqüência ________________ (semana/ mês/ano) 

Tornozelo esquerdo sim (  ) não (  ) nunca (  ) freqüência ________________ (semana/ mês/ano) 

Outros sangramentos 
1- __________________________ freqüência ________________ (semana/ mês/ano) 

2- __________________________ freqüência ________________ (semana/ mês/ano) 

3- __________________________ freqüência ________________ (semana/ mês/ano) 

Pratica alguma atividade física? Qual?  



- 131 - 
 

 
História de trombose? sim (..) não (  )  Em caso afirmativo, onde? 
Relação com uso de concentrado de fator? 

História pregressa 

Outras doenças: sim (  ) não (  ) Quais? 

 

Uso de medicamentos: sim (  ) não (  )  Quais? 

 

Internações: sim (  ) não (  )  Detalhar: 

 

Cirurgias: sim (  ) não (  ) Quais? 

 
Possui: carro próprio (  ) passe BHTRANS (..) anda a pé (  ) não precisa (  ) 

 
 

Perfil sorológico  

(realizado a cada seis meses conforme rotina do serviço) 

Data do último exame: ___/___/___  

Reação de VDRL _____________Sífilis (hemaglutinação indireta) _________________ 

T. cruzi RIF___________ Chagas (hemaglutinação indireta) _____________  ELISA _______________ 

HbsAg __________ Anti-Hbc (IgG + IgM) ___________  Anti-HCV _________TGP (U/L) _______   

Anti-HIV: ELISA 1 (gag e env de HIV1, env de HIV2) ____________________________  

Anti-HIV: ELISA 2 (p24, gp160 e ANT70 de HIV1, env de HIV2) ___________________  

Anti-HTLV I/II (ELISA) ____________ 

Outros 

 

 

 
 

História familiar 

1- Outros casos de hemofilia/doença hemorrágica na família? sim (  ) não (  ) não sei (  )  

2- Citar nomes de outros parentes atendidos no HEMOMINAS 

 

 

 

 
3- Desenhar árvore genealógica e identificar os nomes dos familiares 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Exame físico 
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Cor 
Cor da pele na parte anterior do antebraço: branca (  )  marrom (  )  preta (  ) 
Tipo de cabelo: liso (  )  ondulado (  ) encaracolado (  ) 
Cor de cabelo: louro (  ) marrom (  ) preto (  ) vermelho (  ) 
Cor de olhos: azul (  ) verde (  ) marrom (  ) preto (  ) 
Ponta do nariz: proeminente ou voltada p/ cima (  )  deprimida (  )  achatada (  ) 
Lábios: finos (  ) médios (  ) grossos (  ) 

Pulso:____________ PA: ____________ Palidez mucocutânea: __________________  

ACV: Ausculta cardíaca __________________________________________________ 

AR: ausculta respiratória __________________________________________________ 

Abdômen: fígado ____________ baço _______________ linfonodos _______________ 

Outros 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Seqüelas de hematomas e hemartroses (descrever) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Outras observações 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nome e assinatura do médico: 

Data: 
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6.7  Ficha de Coleta de dados 

 

COLETA DE DADOS  
DADOS PESSOAIS (EMITIDOS EM   ...../ ....../.........)  

NOME  PRONTUÁRIO  
DATA 
NASC. 

 NATURALIDA
DE 

 

NOME DA 
MÃE 

 

ENDEREÇO  
 

DADOS SOROLÓGICOS (EMITIDOS EM ....../......./.......) 
MARCADORES METODOLOGIA RESULTADO OBSERVAÇÃO 
REAÇÃO DE 
VDRL 

SOROLOGIA   

SÍFILIS  ELISA   
T. CRUZZI RIF   
CHAGAS HEMAGLUTINAÇÃO 

INDIRETA 
  

CHAGAS ELISA   
HBS-Ag SOROLOGIA   
ANTI-HBC (IgG+ 
IgM) 

SOROLOGIA   

ANTI-HCV SOROLOGIA   
ANTI-HIV I ELISA    
ANTI-HIV II ELISA   
ANTI-HTLV I/II ELISA   

DADOS SOBRE HEMOFILIA A 
DATA  DE DIAGNÓSTICO  
MENOR NÍVEL DE FATOR 
REGISTRADO 

 

DATA 1ª INFUSÃO DE PRODUTO 
COM FVIII 

 

CASOS DE HEMOFILIA NA FAMÍLIA   
(NOMEAR) 

 

CASOS DE INIBIDOR NA FAMÍLIA       
(NOMEAR) 

 

DIAGÓSTICO MOLECULAR  
DADOS SOBRE INIBIDORES 

PRESENÇA DE INIBIDOR                                             (     ) SIM                                 (    ) NÃO 
DATA DE 
DOSAGEM 

RESULTADO/DOSAGEM DOSAGEM DE FATOR VIII OBSERVAÇÃ
O 
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