
Investigação de mutações na região 
promotora, éxons 1 e 2 do gene F9  em 

pacientes com hemofilia B 

 A Hemofilia B é uma doença hemorrágica causada pela 

redução da atividade do Fator IX (FIX), uma proteína que pertence 

à cascata da coagulação sanguínea. Isso ocorre devido a mutações 

no gene F9, que codifica esta proteína. Seu padrão de herança é 

recessivo ligado ao X. Pacientes com Hemofilia B são classificados 

em três categorias de acordo com a sintomatologia e com a 

quantidade de FIX produzida: leves, moderados e graves. São 

considerados leves aqueles pacientes que possuem FIX com 

atividade entre 5 e 40%, moderados aqueles com atividade entre 1 

e 5% e graves aqueles com atividade inferior a 1%. A hemofilia B é 

uma doença com grande heterogeneidade clínica, devido a uma 

grande variedade de mutações que levam a redução da atividade 

do FIX. O gene F9 localiza-se no cromossomo Xq27.1 e já foram 

descritas 634 diferentes mutações no mesmo.  

 

   INTRODUÇÃO 

OBJETIVO 

 O presente trabalho está integrado a um projeto que visa a 

detecção de mutações em pacientes com hemofilia B, no Rio 

Grande do Sul. Neste estudo foram analisadas as regiões 

promotora e exons 1 e 2 do gene F9.  

MATERIAIS E MÉTODOS 

 Para o estudo foram incluídos 36 pacientes masculinos com 

hemofilia B e sem parentesco. O DNA dos pacientes foi extraído 

dos leucócitos do sangue periférico pelo método não enzimático 

descrito por Lahiri & Nurnberger (1991). Os fragmentos relativos 

aos exons estudados foram amplificados por meio de PCR e 

tiveram a sua amplificação confirmada em gel de agarose 1,5%, 

corados com brometo de etídeo. 

 Os amplicons foram purificados pela incubação com as 

enzimas (Exonuclease I e Shrimp Alkaline Phosphatase) para o 

sequenciamento. As amostras purificadas foram encaminhadas a 

uma empresa terceirizada que realizou o sequenciamento 

(Macrogen, Korea). O programa CodonCode Aligner foi utilizado 

para importar as seqüências e fazer o alinhamento com seqüências 

referência do F9 do banco de dados NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). E o programa MEGA 5 foi utilizado  

para verificar efeitos das mutações em trocas de aminoácidos da 

proteína FIX. 

  

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 Não foram detectadas mutações de ponto na região 

promotora e no éxon 1; por outro lado, no éxon 2 foram encontradas 

três diferentes mutações: Arg43Gln (c.128G>A), presente em dois 

pacientes; Arg43Trp  (c.127C>T), presente em um paciente; e Arg75*  

(c.223C>T), presente em um paciente. Todos apresentavam a forma 

grave da hemofilia B. As duas primeiras mutações ocorrem no pró-

peptídeo, e a terceira no domínio GLA do fator IX. O pró-peptídeo N-

terminal possui cerca de 18 aminoácidos, ele se liga a γ carboxilase e 

permite que o domínio Gla sofra múltiplas γ-carboxilações nos 

resíduos Glu. No  domínio GLA ocorre a γ- carboxilação de 12 

resíduos de ácido glutâmico, convertendo-os em ácido-γ- 

carboxiglutâmico, um processo essencial para a ligação do fator IX 

aos fosfolipídeos e às células endoteliais.  

 Essas mutações já estavam descritas no banco de dados da 

hemofilia B e ocorrem em diferentes países, sempre associadas com a 

forma grave da doença. Os estudos prosseguem, visando uma 

descrição completa das mutações presentes em pacientes da nossa 

população. 
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Figura 1: Localização do gene do FIX no cromossomo X. 
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