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1. INTRODUÇÃO 

Uma das principais funções do sangue é manter constante o ambiente interno do 

corpo de forma que os processos fisiológicos possam ocorrer normalmente. A fim de 

manter essa estabilidade, o sangue tem que permanecer líquido dentro do sistema 

circulatório. No caso de ocorrer um extravasamento de sangue ou do sangue não 

permanecer fluído, surgem certas modificações que estancam a hemorragia ou atuam na 

fluidez do sangue. Esse conjunto de mudanças fisiológicas é conhecido como hemostasia. 

(ORTHO DIAGNOSTICS INC,1979; TUDDENHAM et a/., 1994a). 

O processo de hemostasia é um mecanismo vital de defesa contra a perda de 

sangue. Dele dependem a formação do coágulo (coagulação) e a sua degradação 

(fibrinólise). A defesa contra a perda anormal de sangue envolve: (1) constrição e retração 

dos vasos sangüíneos; (2) aglutinação e agregação plaquetárias; (3) coagulação do plasma 

(TUDDENHAM et ai., 1994b). 

O caráter essencial do processo de coagulação é que uma proteína circulante, 

solúvel no plasma, o fibrinogênio, se transforma em fibrina, o coágulo sólido (ORTHO 

DIAGNOSTICS INC,l979; TUDDENHAM et ai. , 1994b). 

De acordo com os pontos de vista clássicos da coagulação, este é o evento final 

após duas seqüências de reações principais: (I) a conversão da protrombina em trornbina 

através da ação da tromboplastina e dos íons de cálcio; (2) a transformação do fibrinogênio 

em fibrina sob a influência da trombina, sendo envolvidas várias etapas e a ativação de 

vários fatores de coagulação em cada uma das reações (ORTHO DIAGNOSTICS 

INC,l979; TUDDENHAM et ai., 1994a). Como esses fatores de coagulação são 

interdependentes na formação de um coágulo, a deficiência de um ou mais fatores pode 



resultar em uma resposta hemostática anormal, podendo l~var à hemorragias ou à 

formação de trombose. 

1.1 O FATOR VIII 

O F ator VUI (F VIII) ( fig. O l ) é uma glicoproteína que serve como co fator para o 

fator IXa (serino protease) na conversão do fator X em fator Xa na via intrínseca da 

coagulação. Após, o fator Xa ativa a protrombina (fator IT) em trombina (fator lia), que 

cliva o fibrinogênio em fibrina, formando o coágulo (fig. 02). O FVIII é identificado no 

plasma pela sua atividade pró-coagulante (FVIII:C) ou pela atividade antigênica 

(FVIII:Ag). 

I • ·" .. · v 

Fig. 01. Estrutura Molecular do FVID. Em roxo os principais motivos alterados em hemofilicos A graves. 

Retirado de: Escola de Medicina- Universidade de Washington, 1999. 

ORNA mensageiro (RNAm) do fator VIII compreende cerca de 9.010 nucleotídeos 

que codificam um polipeptídeo precursor de 2.351 aminoácidos. Após o processamento do 

peptideo sinal ( 19 aminoácidos), origina-se uma proteína madura de 2.332 aminoácidos 

(VEHAR et ai., 1984). 
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VIA INTRÍNSECA VIA EXTRÍNSECA 

Fig. 02. Cascata da Coagulação Sangüínea. Representação da Via Extrínseca e Intrínseca da Coagulação. 
Em roxo a via Fibrinolítica e em preto a atuação dos Inibi dores da Rota da Coagulação. 

Baseado na análise de seqüências de nucleotídeos e aminoácidos, observou-se a 

existência de regiões de homologia interna no FVIII, sendo estabelecidos 3 domínios 

estruturais diferentes, denominados, A, B e C, abreviados como NH2-A 1-A2-B-A3-C 1-

C2-COOH (VEHAR et a!. , 1984). 

O FVIII é ativado por proteólise, catalisada pela trombina (Fila), onde os 

principais sítios de clivagem para a ativação encontram-se na região C-terminal dos 

resíduos de arginina nas posições 372, 740 e 1689 (fig. 03) (TUDDENHAM, 1994a). A 

partir dessa clivagem, ocorre a liberação do domínio B, e a formação do FVIIIa a partir da 

ligação com oCa+:! (fig. 03). 
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Fig. 03. Domínios estruturais de ativação do FVID. Baseado em BOWEN et a/. , 2002. N, região 
aminoterminal; C, região carboxiterminal; (A) FVUI sintetizado contendo a pré-seqüência de 19 aminoácidos 
(peptideo sinal) e o peptídeo maduro de 2332 aminoácidos (2351 aminoácidos). AI, A2, A3, B, Cl e C2 
representam os domínios de homologia. Os resíduos de Arginina são os sítios de ativação e clivagem pela 
protrombina. (B) FVIII ativado. Os dois domínios (A e C) correspondendo a cadeia leve e pesada, ligados 
pelo cálcio divalente. 

A estabilidade do FVIII depende da interação não-covalente com o fator von 

Willebrand, que também atua na adesão e agregação plaquetárias. De acordo com 

SALDER (1998), tal interação, além de promover a estabilidade do FVIII, aumenta a 

sobrevida do FVIII circulante, já que confere uma proteção contra a degradação 

proteolítica na circulação sangüínea, bem como a inibição da neutralização do FVIII por 

anticorpos (JACQUEMIN & SAINT-REMY, 1998). 

O gene do fator VIII tem cerca de 186 kb, é composto por 26 éxons (Fig. 04; 

Tabela 1) e está localizado no cromossomo Xq28 (GITSCHEIR et ai, 1984; PEAKE, 

1995). Os íntrons representam cerca de 95% do gene (177kb), enquanto que os éxons 5% 

(9kb) (GITSHIER e cols. , 1984; TOOLE e cols. , 1984). A proteína madura foi isolada e 

purificada por F A Y et ai (1982) e sua estrutura primária foi primeiramente descrita em 

1984 (GITSCHIER e cais., 1984; VEHAR et ai., 1984). 
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Fig. 04. Organização Física do gene do FVIll humano. As barras representam os éxons do gene. Baseado 

em GITSCHIER et ai, 1984. 

Tabela 1. Organização do gene do FVIII humano. 

Exon Tamanho (pb) Intron Tamanho (kb) 
1 313 l 22.9 
2 122 2 2.6 
" .) 123 3 3.9 
4 213 4 5.4 
5 69 5 2.4 
6 117 6 14.2 
7 222 7 2.6 
8 262 8 0.3 
9 172 9 4.8 
10 94 lO 3.8 
\ \ 215 11 2.8 
12 151 12 6.3 
13 210 13 16.0 
14 3!06 14 22.7 
15 154 15 1.3 
16 213 16 0.3 
17 229 17 0.2 
18 183 18 1.8 
19 117 19 0.6 
20 72 20 l.6 
21 86 21 3.4 
22 156 22 32.4 
23 145 23 1.4 
24 149 . 24 1.0 
25 177 25 22.4 
26 1958 

Baseado em GITSCHIER et ai .. 1984. 

1.2 A HEMOFILIA A E AS SUAS COMPLICAÇÕES 

O termo hemofilia foi descrito inicialmente por SCHOLEIN em 1820, sendo o seu 

reconhecimento em dois tipos sugerido por PAVLOVSKY (1947) e a distinção entre 
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hemofilia A e 8 por três grupos independentes: AGGELER et ai, 1952, BIGGS et ai, 1952 

e SCHULMAN & SMITH, 1952 (DA COSTA, 2004 ). 

A hemofilia A é uma das doenças hemorrágicas mais comuns da via intrínseca da 

cascata de coagulação sangüínea. Ela é causada pela redução da atividade do fator VITI da 

coagulação (FVIII), devido a alterações no gene (GITSCHIER et al., 1984; LANDER et 

ai., 2001). O padrão de herança é recessivo ligado ao X, e afeta, aproximadamente, 1 em 

cada 5000 nascimentos (HOYER, 1994 apud SOARES et ai., 2001). No Rio Grande do 

Sul, a prevalência estimada é de 1:11.700 homens (ALEXANDRE & ROISENBERG, 

1985). 

Nos testes de triagem da cascata de coagulação, o hemofilico A apresenta o tempo 

de tromboplastina parcial ativado (TTPA) alterado, enquanto que o tempo de protrombina 

(TP) e o tempo de trombina (TT) apresentam valores normais. 

Os pacientes podem ser classificados em três grupos (grave, moderado e benigno) 

de acordo com as características clínicas apresentadas e a dosagem do fator VIII no plasma 

(FVIII:C). 

A classificação mais recente, quanto à atividade do fator VIII, estabelece que os 

graves apresentam < 1 %, moderados de 1 a 5% e benignos de 5 a 50% (FORBES & 

MADHOK, 1991; GITSCHIER, 1991). 

Os hemofilicos graves apresentam sangramentos espontâneos freqüentes ou após 

traumas leves; os moderados apresentam sangramentos importantes, após pequenos 

traumas, enquanto que os benignos apenas manifestam a doença após traumatismos fortes 

ou em intervenções cirúrgicas. 
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Cerca de 50% dos indivíduos afetados são hemofilicos graves (TUDDENHAM, 

1994; ANTONARAKIS et ai, 1995; BOWEN et a/, 2003), apresentando menos de 1% de 

atividade coagulante de fator VITI no plasma. A ocorrência nos moderados e benignos é 

aproximadamente 30% e 20%, respectivamente (ANTONARAKIS et ai, 1995). 

Os sintomas clínicos mais comuns nos hemofilicos são o aparecimento de 

hematomas e equimoses. Além disso, os hemofilicos graves podem apresentar 

sangramentos espontâneos ou traumáticos nos músculos e nas articulações dos joelhos, dos 

cotovelos e dos tornozelos (hemartroses) (GILBERT, 1981). 

O tratamento baseia-se na administração de fator Vlli utilizando-se uma variedade 

de preparações derivadas de plasma humano ou de técnicas recombinantes. A terapia de 

substituição é efetiva na maioria dos casos, porém, 7 a 30% de indivíduos tratados 

desenvolvem anticorpos que neutralizam o FVIII e diminuem sua efetividade, denominados 

de inibidores do FVUI (LUSHER et ai., 1993; RIEGER, 1 996). 

1.2. 1 INIBIDORES CONTRA O FATOR VIII 

Uma das complicações mais sérias no tratamento de hemofílicos é o 

desenvolvimento de anticorpos (inibidor) contra o FVIII, cuja ampla maioria é pertencente 

à classe IgG (RIEGER, 1996), que leva à diminuição da qualidade e expectativa de vida 

dos pacientes (SCANDELLA, et ai., 1993). A incidência de inibidor em diferentes 

populações de hemofílicos A é muito ampla, variando de 7 a 30% (LUSHER et ai., 1993), 

sendo que no Brasil ela foi estimada em tomo de 20% (RIEGER & ROISENBERG., 1999). 

Alguns trabalhos mostram que hemofílicos portando mutações no gene do FVIII, 

dentre elas, inversões e translocações, podem apresentar o desenvolvimento de inibidor 
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(LJUNG et ai., 1992; NILSSON, 1993; HOYER, 1995; TUDDENHAM, 1998; BOWEN, 

2002) & ASTERMARK et ai, 2005). Além disso, a produção de inibidor pode variar 

conforme a idade, a origem étnica, a dose administrada, a freqüência de exposição e a 

atividade do produto (ASTERMARK et a!, 2005; PENNER, 2001 ; NILSSON, 1993). 

Inibidores contra o FVIII são classificados em tipo I ou de alta resposta e tipo II ou 

de baixa resposta. Inibidores do tipo I são anticorpos que inibem completamente o fator 

VIII devido à alta afinidade, ligação tempo-dependente (dependência de dose), e 

normalmente apresenta uma ligação irreversível que segue uma cinética de segunda ordem. 

(AL Y, et a!. , 1992). 

Títulos do inibidor de tipo I exibem uma resposta anamnésica ativa depois de 

infusões repetidas com concentrados de fator VIII, normalmente alto e sendo detectadas 

suas concentrações durante meses e até anos (AL Y et a!., 1992). 

Inibidores do tipo II não inibem completamente a função do FVIII, não 

apresentando resposta ou uma resposta anamnésica mínima, com um baixo título e baixa 

afinidade, com um tempo independente da dose e reversível, além disso, seguem uma 

cinética de reação de múltiplas fases (multifásica). Hemofilicos comumente apresentam 

inibidores do tipo I, enquanto que não-hemofilicos apresentam predominantemente o tipo II 

(NILSSON, 1988; AL Y, et a!. , 1992) e podem apresentar uma desordem adquirida 

semelhante à hemofilia A (ZIMMERMAN et a!., 1971 ; NILSSON & LAMME, 1980; 

NILSSON, 1994 ). 

GAWRYL e HOYER (1982) estudaram a inativação do FVIII nos dois tipos 

diferentes de inibidor e sugerem que inibidores do tipo I e tipo II interagem com diferentes 

determinantes antigênicos do FVIII. Inibidores do tipo I interagem próximos ao sítio da 

atividade pró-coagulante, enquanto que os tipos II interagem com o determinante próximo 
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ao sítio de ligação do FVIll com o fator von Willebrand (FvW). Neste caso, o impedimento 

estérico explicaria a maneira de inativação do FVIII:C pelos inibidores do tipo II (GARYL 

e HOYER, 1982; HOYER etal., 1984). 

Doenças autoimunes, como artrite reumatóide, Síndrome do Lúpus Eritromatóide e 

polimiosites; malignidades; doença inflamatória do intestino e certas inflamações cutâneas 

estão associadas com inibidores do tipo II. (AL Y, 1992; NTLSSON, 1994; FAY et a!. , 

1999; GIL, et a!., 1999). 

ALGIMAN et a/. (1992), estudando doadores de sangue saudáveis, verificaram que 

17% apresentaram inibidor. Apesar dos anticorpos detectados serem do tipo IgG e 

apresentarem atividade neutralizante contra o FVIII, os níveis médios de atividade do FVIII 

não diferiram significativamente entre os grupos com e sem inibidor. Outra observação 

interessante é o fato das amostras com inibidor neutralizarem a atividade coagulante do 

fator VIII em ' pools ' de plasmas normais, mas não neutralizarem o FVIII da própria 

amostra, sugerindo que os anticorpos naturais desenvolvidos contra o FVIII em indivíduos 

saudáveis são policJonais e podem estar dirigidos contra diferentes epitopos que 

representam um polimorfismo não identificado no FVIIL 

Mais recentemente, MONDORF et ai. (1994 ), investigando a presença de 

anticorpos através de uma técnica imunoenzimática (ELISA), encontraram que 5,43% dos 

indivíduos com níveis de FVIII normais apresentaram anticorpos contra o FVIII, sugerindo 

que os anticorpos presentes nesses indivíduos não apresentavam atividade inibidora. 
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l.3 MUTAÇÕES NO GENE DO FV1ll 

Estudos moleculares demostram que mutações de ponto, deleções, inserções no gene 

do FVIII são freqüentemente encontradas em hemofílicos. Mutações de ponto são os 

defeitos genéticos mais comuns em hemofilia, correspondendo a mais da metade dos 

casos, seguidos pelas deleções e pelos casos de inserções e rearranjos/inversões. Em 

pacientes com hemofilia A, as inversões no gene do FVIII são responsáveis por 20% de 

todos os casos dessa doença, sendo que em hemofílicos benignos e moderados são eventos 

muito raros e em hemofílicos graves apresentam uma alta prevalência, sobretudo, a 

inversão do intron 22 (ANTONARAKIS et ai, 1995; BOWEN, 2002). 

Em uma revisão e estudo de meta-análise, ANTONARAKJS et ai. (1995) 

investigaram mutações no gene do FVIII em 1000 pacientes não consangüíneos. Os 

resultados foram: 46% dos hemofilicos graves apresentaram mutações de ponto, 42% 

inversões, 8% deleções, e 4% não apresentaram nenhuma dessas mutações. No mesmo 

estudo, 91% dos hemofílicos benignos apresentaram mutações de ponto e em 9% não 

foram encontradas mutações. Dentre as mutações de ponto estavam incJuídas: mutações 

"missense" (53%); "CpG-para-TpG" (16%); pequenas deleções (12%); mutações 

"nonsense" (9%); pequenas inversões (3%); mutações em sítios de "splicing" (3%); 

polimorfismos "missense" (2% ); mutações silenciosas em exons (2%) e inserções (1% ). 

Esses resultados estão de acordo com os descritos por BAGNALL et ai (1998, 2002 e 

2005a), que estudaram as inversões do intron 1 e 22 em 209 pacientes, onde 45% dos 

hemofilicos graves apresentavam a inversão do intron 22; 3% a inversão do intron 1; 40% 

apresentavam rearranjos; deleções e mudanças na fase de leitura; mutações "nonsense" ou 

de "splicing" e 10% mutações "missense". Quanto aos hemofílicos benignos e moderados, 
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97% apresentavam rearranjos, deleções, mudanças na fase de leitura, mutações nonsense ou 

de "splicing" e 1% possuia mutações "missense" e nenhum apresentou as inversões do 

intron 1 ou 22. 

Em um estudo com 113 famílias européias contendo 231 hemofilicos A grave, 74 

famílias apresentavam a inversão do intron 22; 14 famílias portavam mutações "nonsense"; 

9 famílias com mutações "missense"; 9 com pequenas deleções ou inserções; 4 famílias 

com grandes deleções no gene do FVIII e 3 famílias com mutações em sítios de "splicing" 

(ASTERMARK at ai., 2005). 

Quanto à relação entre a taxa de mutação e outros fatores, HERMANN ( 1966) 

demonstrou o efeito da idade na taxa de mutação em hemofilia, porém, BARRAI et a!. 

(1968) não encontraram tal re lação com o efeito da idade materna ou da idade do avô 

matemo (ao nascimento da mãe do paciente). 

VOGEL ( 1977) foi o primeiro a concluir que a taxa de mutação que causa hemofilia 

A é mais alta em homens que em mulheres e atualmente a taxa de mutação dos homens é 

calculada como sendo 5,2 vezes a encontrada em mulheres (BROCKER-VRIENDS et a!., 

1991). Do mesmo modo, estudando somente hemofilicos graves, ROSENDAAL et a! 

( 1990) apresentou que a relação das freqüências de mutação em homens e mulheres eram 

de 2.1. 

Até o momento, 943 mutações foram encontradas em hemofilicos, sendo 270 

mutações descritas em hemofilicos graves, ( NCBI, HAMSTERS), demonstrando a alta 

heterogeneidade alélica na hemofilia A Essa variabilidade genética poderia dificultar no 

rápido diagnóstico de hemofilicos e, principalmente, de heterozigotas, a partir da utilização 

das técnicas de detecção molecular. 
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O estudo e a caracterização de heterozigotas e o diagnóstico pré-natal podem ser 

utilizados tanto para a detecção direta de mutações mais freqüentes nas populações 

(especialmente as inversões nos hemofílicos graves), como também indiretamente através 

de análise de estudos de ligação (ASTERMARK et ai, 2005). Dentre essas é importante 

destacar a inversão do intron 22 (Inv22) e a Inversão do Intron 1 (Invl) (BOWEN et ai 

2003; ASTERMARK, et ai, 2005). 

1.4 A INVERSÃO DO INTRON 22 

P ATTERSON et ai. ( 1989) mostraram que seqüências do genoma são reconhecidas 

por uma mesma sonda em duas regiões do cromossomo X (Xq28). Uma região dentro do 

intron 22 do gene do fator VIII e outra localizada a 1.2 kb do gene. 

LEVINSON et ai. (1990a) procurando transcritos na região Xq28, encontraram uma 

região denominada de A (F8A) que hibridizava com uma região do exon 22 do gene do 

fator VIII. A F8A estava em orientação inversa à região do gene e continha uma região 

homóloga ao intron 22. Análises computacionais sugeriam que se tratava de uma região 

codificadora e o cDNA da F8A também apresentava um bom grau de similaridade em 

ratos, camundongos e macacos (LEVINSON et ai., 1990b). 

Outros trabalhos demonstraram que mutações envolvendo regiões do intron 22 

levavam a um acoplamento defeituoso dos exons 22 e 23 no RNAm sendo a causa de 

hemofilia A grave em pacientes afetados no Reino Unido, tendo como conseqüencias 

futuras que mutações fora do gene do FVIII não estariam associadas com a hemofilia A na 

formagrave(NAYLOR etal. , 1991; NAYLORetai. , 1992). 

O cromossomo X contém 3 cópias de F8A e suas regiões adjacentes, sendo uma no 

intron 22, denominada de Int22hl e duas cópias adicionais na região telomérica upstream 
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(à montante), aproximadamente 500kb, ao códon de início do gene do fator VIII (Int22h2 e 

Int22h3) (FREIJE & SCHLESSINGER (1992). O intron 22 encontra-se numa região de 32 

kb e contém uma ilha de CpG, aproximadamente 10 kb donwstream (àjusante) do exon 22. 

Esta ilha parece servir como um promotor bidiretional para os Int22h2 e Int22h3, ambos 

transcritos na direção oposta ao fator VIII (Int22hl) (LAKICH et al. , 1993). 

Muitas das mutações no FVIII que causam a hemofilia A grave são resultantes da 

recombinação entre as sucessivas F8A homólogas dentro do intron 22 upstream ao gene. 

Tal recombinação conduziria a uma inversão das seqüências de DNA e à fonnação de um 

códon de parada. LAKICH et al. ( 1993) apresentaram evidência para apoiar este modelo e 

descreveram uma técnica de Southern blot para detectar esse tipo de inversão, onde 45% 

dos hemofílicos graves estudados apresentaram a inversão. Estes autores também sugeriram 

que se fonnava um RNA mensageiro híbrido entre as regiões dos exons 1-22 do fator VIII e 

que as inversões que envolvem o intron 22 são a base dos defeitos no RNAm. Estas 

mutações em pacientes gravemente afetados acontecem à taxa de aproximadamente 4 x 10-6 

por gene/por gameta/por geração. 

OLDENBURG et al. (2000) demonstraram que a Inv22 pode se apresentar como 

um mosaicismo somático e que a inversão não é restrita a divisões celulares meióticas mas 

também pode acontecer durante divisões mitóticas, ou em precursores das células 

genninativas ou de células somáticas. 

Além disso, o emparelhamento do Xq com seu homológo inibe a inversão 

intracromossomal do intron 22 e esse evento de inversão ocorreria predominantemente em 

células germinativas masculinas, com uma relação de 3:1 (ROSSITER et ai. 1994; 

OLDENBURG et a/., 2000; LEUER et ai., 2001 ). 
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A Inv 22 é originada de uma recombinação homóloga intracromossomal entre uma 

região de 9,5 Kb do intron 22 (Int22hl ) e uma região homóloga extra-gênica de cópia 

invertida, proximal (Int22h2) ou distai (Int22h3) do gene (Fig.05) (LACKICH, et ai., 1993; 

NA YLOR et a!., 1995). 

Portanto, toma-se interessante o estudo da Inv22 em hemofilicos graves, devido a 

sua alta freqüência, cerca de 42% dos casos graves da população mundial, não tendo 

registros dessa inversão em hemofilicos com formas moderadas ou leves. (ROSSETTI et 

a!., 2004a). 

Sabendo disso, e como a técnica de Southern blotting apesar de ser eficiente, se 

torna muito demorada e trabalhosa, principalmente, quanto aos cuidados e dificuldades em 

se trabalhar com material radioativo, LIU et ai. (1998) desenvolveram urna técnica de LD

subcycling (S-PCR) que se baseia na amplificação de fragmentos maiores de 10 Kb, LD

PCR (Long-distance PCR), a partir de ciclos múltiplos de anelamento e extensão 

(subcycling). 
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Fig. 05. Mecanismo hipotético da Iov22. Baseado em BOWEN et a/., 2002. As setas representam o 

sentido da transcrição. (A) Região representada antes da inversão ou de indivíduos sem a Inv22. (B) 

Recombinação homóloga intracromossomal, podendo ser distai ou proximal. (representação da recombinação 

distai) . (C) Linearização da Inv22 e a interrupção no gene do FVIII. Exons 1 a 22 apresentam orientação 

invertida levando à produção de um transcrito defeituoso e de um FVIII truncado. 

1.6 A INVERSÃO DO INTRON 1 

A inversão do intron 1 (Invl) é a segunda inversão mais freqüente descrita na 

literatura, ocorrendo em cerca de 5% dos casos de hemofilia A grave da população 

mundial, também causada por uma recombinação homóloga intracromossomal 

(BAGNALL et a!., 2002; TIZZANO et a!., 2003). 

Os primeiros relatos dessa inversão foram descritos por BRINKE et a!. (19?6), onde 

pacientes hemofílicos mostraram uma inversão que alterava o primeiro intron do FVIII e 

deslocava a maior parte do exon 1 ( 100 kb) em direção ao telômero. Essa inversão era 
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causada por um rearranJO cromossômico que envolvia urna recombinação homóloga 

intracrornossôrnica (KENWRICK et a/., 1992). Em outros estudos, BRINKE et a/. (1996) 

notaram que a Invl cria 2 unidades de transcrição híbridas. Uma seqüência de 1041 pares 

de base do intron 1 (Jntlh-1) foi encontrada duplicada e de orientação oposta (Int/h-2) a 

cerca de 140 kb fora do gene. O [ntlh-1 é formado pelo promotor e o primeiro exon do 

fator VIII e expressa as seqüências que estão entre uma região denominada de C6. IA e a 

região telomérica (TIZZANO et a/., 2003). A outra unidade de transcrição hibrida contém 

ilhas CpG, toda a região C6.1A e parte do gene. 

O mecanismo da In v 1 envolve um evento de recombinação intracrornossôrnica, 

entre a seqüência homóloga Intl h-1 localizada no exon e a seqüência Intl h-2 localizada a 

100 kb da região 5' do gene (fig. 06) (BAGNALL et a/., 2002), levando à produção de uma 

proteína truncada, um FVIII não funcional (ACQUILA et a/., 2003). 
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Fig. 06. Mecanismo hipotético da Tnvl. Baseado em BAGNALL et ai., 2002, com modificações. (A) As 

barras mostram o intron I flanqueado pelos exons, as setas indicam o sentido da transcrição, contendo a 
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seqüência repetida 9b flanqueada por uma seqüência única 9a ou 9c. Fora do gene uma seqüência homóloga 

ao 9b. (B, C) A recombinação homóloga entre as seqüências 9b originando a inversão. (D) Resultado da 

inversão do intron 1, gerando as regiões 9ab, 9ac e 9bc. 

1.6 OBJETIVOS 

O objetivo geral do trabalho é identificar inversões do intron 1 e do intron 22 em 

pacientes com hemofilia A grave no Rio Grande do Sul e verificar a ocorrência de inibidor 

nos pacientes portadores dessas inversões. Para se genotipar essas inversões foi necessário 

padronizar as técnicas da S-PCR para o estudo da [nv22 e da PCR simplex para o estudo da 

Invl . 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 A AMOSTRA 

Foram estudados 31 hemofílicos não consangüíneos com dosagem de fator Vill 

menor que 1%, com idades entre 6 meses e 39 anos. 

2.2 METODOLOGIA 

Os pacientes foram encaminhados ao Laboratório de Hemostasia conforme o seu 

histórico de sangramentos, foram entrevistados e coletados cerca de 5 a lO ml de sangue 

periférico. 

O sangue periférico foi coletado por punção venosa, centrifugado e com a fração de 

menor densidade (o plasma) foram realizados os testes de triagem: Tempo de Protrombina 

(TP), Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado (TTPA), dosagem do fator VIII da 
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coagulação (AUSTEN & RHYMES, 1975) e dosagem de inibidor contra o FVIII 

(KASPER e cols., 1975). 

A extração de DNA dos pacientes foi realizada pelo método de salting out 

(LAHJRI & NURNBERG JR, 1991 ; MILLER at a/., 1988) e/ou fenol-clorofórmio 

(SAMBROCK et ai. , 1998). 

A quantidade e a qualidade de DNA foram determinadas por espectrofotometria 

nos comprimentos de onda 260, 280 e 230 nm (SAMBROCK et al., 1998). 

A genotipagem dos pacientes para as inversões do intron 22 e do intron 1 foram 

realizadas por PCR e os fragmentos amplificados foram separados em um gel de agarose 

0,6% (p/v) e 1% (p/v) respectivamente, contendo brometo de etídeo e visualizados em 

presença de luz Ultra Violeta. 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o teste de Fisher e Chi

quadrado(x2) no programa BioEstat 2.0. 

2.3 TRIAGEM DOS PACIENTES: TEMPO DE PROTROMBINA E TEMPO DE 

TROMBOPLASTINA PARCIAL ATIVADO 

Os testes de triagem servem para verificar a eficiência das vias extrínseca (TP) e 

intrínseca (TTPA) da cascata de coagulação sangüínea (AUSTEN & RHYMES, 1975). O 

teste de protrombina (TP) avalia a eficiência da via extrínseca em formar a rede de fibrina 

(coágulo) em presença de trombopJastina e cálcio. O índice do paciente é calculado pela 

razão entre o tempo de formação do coágulo na amostra do paciente e o tempo do controle. 

A ausência ou os níveis mais baixos de um dos fatores da via extrínseca levam a índices 
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maiores e tempos mais elevados de coagulação. Em hemofilicos A o teste de protrombina 

apresenta um resultado normal. 

O teste de tromboplastina parcial ativado (TTPA) consiste na avaliação da eficiência 

do sistema intrínseco na formação da rede de fibrina em presença do fosfolipídeo, cálcio e 

de um ativador do sistema de contato (caulim, ácido elágico ou sílica). O índice do paciente 

é calculado pela razão entre o tempo de formação do coágulo do paciente e o tempo do 

controle. Hemofílicos apresentam um TTP A prolongado em relação ao controle. 

2.4 DOSAGEM DO F ATOR VIII E DOSAGEM DE INIBIDO R 

A dosagem do FVIII (FVIII:C) se baseia na geração de trombina e formação da rede 

de fibrina (coágulo) pela realização de um teste de TTP A na presença de um substrato 

(plasma deficiente de fator VIII). O tempo de coagulação é diretamente proporcional à 

concentração plasmática do FVIII presente na amostra. A dosagem do nível de FVIII dos 

pacientes é obtida a partir de uma curva de referência dilogarítmica de diluições seriadas de 

um plasma normal comercial (atividade x tempo de coagulação). 

A dosagem de inibidor foi desenvolvida por KASPER e cofs. (1975) e está baseada 

na capacidade do inibidor neutralizar uma quantidade específica da atividade coagulante do 

fator VIII em um plasma normal. Uma unidade é definida como a atividade em um mililitro 

de plasma, o qual quando misturado com um igual volume de plasma normal por 2 horas a 

37°C reduz a concentração do FVIII pela metade (KASPER, 1991 ). 

O teste consiste na dosagem do FVII:C de duas misturas. A mistura controle é 

formada por 1 volume de plasma normal e 1 volume de solução tampão imidazol pH 7,2. A 

mistura a ser testada é formada por 1 volume de plasma nonnal e 1 volume de plasma do 

paciente. Ambas misturas são dosadas após 2 horas à 37°C em relação à atividade 
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coagulante do FVIIL No caso do plasma teste conter algum inibidor específico para o 

FVIII, este irá neutralizar o fator VIII do plasma normal da mistura teste e 

conseqüentemente o resultado da dosagem será menor que o da mistura controle. 

2.5 GENOTIP AGEM DO INTRON 22 

Foram utilizados dois conjuntos de primers específicos (PQ e AQ) descritos por 

LIU et ai. (1998). O fragmento amplificado a partir dos primers PQ apresenta 12 kb e 

corresponde aos indivíduos sem a inversão e o fragmento amplificado pelos primers AQ de 

11 kb de tamanho, representa os hemofilicos que apresentam a Inv22 (Fig. 07). 

A amplificação dos produtos da S-PCR ocorreu utilizando-se em cada reação 500 

ng de DNA genômico de alta qualidade (BOWEN et ai., 2003), 0,4 pmoli!J.l de cada 

primer; 0,5 mM de dCTP, dA TP, dTTP; 0,1875 rnM de deaza dGTP (37,5%), 0,3125 rnM 

dGTP (62,5%); 0,5 mM de MgS04; 7,5% de DMSO; 2,5 IUI reação de ELONGASE 

(Invitrogen) e tampão lx para a reação (ELONGASE B). 

As condições de amplificação foram as seguintes: desnaturação inicial a 94°C por 2 

minutos, seguida de 10 ciclos de (desnaturação a 94°C por 30s e 4 ciclos alternados de 

60°C e 65°C por 2 min. cada) e 25 ciclos de (desnaturação a 94°C por 30s I 60°C por 2 

min. + 3s por ciclo I 65°C por 2 min. + 3s por ciclo I 4 ciclos alternados de 60°C a 65°C por 

2 min. cada) e uma extensão final de 10 min. 

20 



A 

B 

9_5kb 
p · - 1_.2 kb lnt22h 1 
~- - - - -.-----------------«#---,- - - - - - -

--- - -~~-- --~--~-----··· · -_-·· _····_----_-····_·--·~---y~/ --~--- · 1 ____ _ _ 
··-. ~ 

a- 1 .3kb 
A- o_~ kb -~----_Rnt22h2&3 
~~-~~~---~~------~-----------~~-~~~~~~~~ ·- ... . -··· .... ........... - -.. - - ~~-.. 

L 

1 Controle Inversão Heterozigo 
tas 

l 
~ 12 kb 

PQ I 11 kb 
AQ 1 

Fig. 07. Esquema da amplificação dos fragmentos da Inv22 por S-PCR. Baseado em Liu et a/ ( 1998), 

com modificações. (A) Amplificação dos fragmentos a partir dos primers AQ e PQ. (B) Amplificação de um 

fragmento com 12 kb nos indivíduos sem a Inv22 e de um fragmento de li kb nas heterozigotas da Inv22. O 

esquema representa a visualização da eletroforese em gel de agarose 0,6%. 

2.6 GENOTIP AGEM DO lNTRON 1 

A detecção da Inv l foi realizada utilizando-se duas reações de PCR, uma para 

amplificar a região Intlhl , com os primers Inthl -1, 9cR e 9F e outra para amplificar a 

região Intl h2, utilizando os primers Inthl-2f, Inthl-2R e 9F, descritos por BAGNAL et ai. 

(2002). O fragmento amplificado de 1.5 kb na região Intlhl e 1.0 kb na região Intlh2 

corresponde aos indivíduos sem a inversão e os fragmentos de 1.0 kb na região Intlhl e 1.5 

kb na região Int1h2 representam os hemofilicos que apresentam a Inv l (Fig. 08). 
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A amplificação ocorreu utilizando-se em cada reação 200 ng de DNA genômico, 0,4 

pmoV)..ll de cada primer; 0,2 mM de cada dNTP, 1 IU/ reação de Taq DNA polimerase 

(Cenbiot) e tampão 1x contendo 1,5 mM MgCh. 1 O mM Tris-Cl pH 8 e 10 mM KCl. 

As condições de amplificação foram as seguintes: desnaturação inicial a 94°C por 2 

minutos, 30 ciclos de (94°C por 30s, 65°C por 2 mine 72°C por 2 min. ) e extensão final de 

5 min. 
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Fig. 08. Esquema da amplificação dos fragmentos da Invl por PCR. Baseado em BAGN AL et ai, (2002), 

com modificações .. (A) Amplificação dos fragmentos a partir dos primers que amplificam as regiões Int l h 1 

(Inthl-1, 9cR e 9F) e Intlh2 ( lnth1-2f, Inthl-2R e 9F). Sentido da amplifcação nos pacientes sem e com a 

Inv1 (acima e abaixo). (B) Amplificação de um fragmento com 1.5 kb na região lntlhl e I kb na região 

Intlh2 nos indivíduos sem a lnvl e de um fragmento de I kb na região Intl hl e 1.5 kb na região Intlh2 nas 

heterozigotas da Inv 1. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Uma das etapas principais desse trabalho foi a padronização da técnica de S-PCR 

para a genotipagem do intron 22 nas condições de nosso laboratório. A amplificação de 

fragmentos maiores que 1 O kb apresenta várias dificuldades, além de necessitar cuidados 

especiais. Dentre os problemas mais comuns estão a dificuldade na desnaturação e 

separação de regiões muito extensas de DNA dupla-fita; a quantidade e qualidade do DNA; 

a presença de cátions divalentes que podem atuar como promotores de clivagem de DNA 

em temperaturas elevadas; a maior dificuldade da incorporação de bases corretas e do 

reconhecimento pela polimerase; o dano ao DNA após a amplificação e a separação de 

fragmentos de tamanhos muito próximos. Por isso, faz se necessário um sistema de 

amplificação mais complexo e um DNA de alta qualidade para urna amplificação eficiente 

(SAMBROCK et ai., 1998; BOWEN & KELNEY, 2003). 

A partir da técnica descrita por LIU et ai. (1998) alterações nas condições de 

amplificação e na concentração de reagentes e de DNA foram estabelecidas, onde a 

proporção de deaza dGTP se mostrou crítica para a amplificação e interpretação dos 

resultados obtidos. Além disso, a utilização da ELONGASE, por ser mais eficiente, estável 

e de baixo número de incorporações erradas, foi outro fator importante para a amplificação. 

A qualidade do DNA em relação à presença de outros compostos orgânicos na solução, foi 

outro fator decisivo, até mais importante que a quantidade de DNA, que demonstrou nessa 

técnica poder amplificá-lo nas concentrações de 300 a 500 ng, sendo mais eficiente com 

quantidades de DNA próximas a 500 ng. 

Mesmo com essas dificuldados quanto a qualidade e quantidade de DNA e as 

condições mais restritas para a amplificação, a técnica de S-PCR é considerada mais rápida 
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na detecção da Inv22 do que a técnica de Southern ( LIU et ai, 1998~ BOWEN & 

KELNEY, 2003). 

Dos 31 hemofílicos estudados, 11 apresentaram a inversão do intron 22 

correspondendo a uma freqüência de aproximadamente 36% (Fig. 9.). Esse resultado está 

de acordo com o observado em populações de outros países, cerca de 42% e com o descrito 

no Brasil para a Inv22 (39%) por SOARES et ai (2001) utilizando a técnica de Southern 

biot. 
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4 kh 
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Fig. 09. Produto da amplificação do Intron 22. Gel de agarose 0,6%. Canaleta M, marcador de 

peso molecular DNA À Digerido c!Hind ITI; AQ- amplificação primers AQ; PQ- amplificação primers PQ; 

Canaletas I e 2 paciente sem a inversão; Canaletas 3, 4, 5 e 6 heterozigotas; Canaletas 7 e 8 paciente com a 

inversão; Canaletas N, controle negativo das reações. 

Já a padronização da técnica de PCR pra a detecção da Invl foi mais fáci l, sobretudo 

por amplificar fragmentos menores que os da Inv22. Todos os hemofílicos testados para a 

Inv22 foram testados também para a In v 1, sendo que, apenas 1 paciente apresentou a In v I , 

24 



representando uma freqüência de cerca de 3% dos pacientes testados (fig. 10). Da mesma 

forma, esse resultado está dentro do observado em pesquisas de outros países, sendo que 

não existem dados publicados de sua freqüência no Brasil. 

1.3 kb 

0.9 kb 

M N N 

Sem a Invl Com a Inv1 

1 Inth 1 2 Inth2 3 Inth l 4 Inth2 

l.5 kb 

~ l .Okb 

Fig. 10. Produto da amplificação do Intron 1. Gel de agarose 1%. Canaleta M, marcador de peso 

molecular; Intlh1 representa a região amplificada com os primers 9cR, 9F e Inth-2F; Intlh2, representa a 

região amplificada com os primers 9F, Intlh-2F e Inth-2R; Canaleta N representa o controle negativo das 

reações. Canaletas 1 e 2 representam um indivíduo sem a In v 1 (paciente L); Canaletas 3 e 4 representam um 

paciente contendo a Invl (paciente 2). 

Nos pacientes estudados no presente trabalho, a freqüência de inibidor nos 

hemofilicos graves foi de aproximadamente 21%, dos quais 9% possuíam a Inv22 e 

nenhum apresentava a Inv 1. Não foi encontrada associação entre a presença de inibi dor e a 

Inv22, P=0,3547 (Tabela 2). Esses resultados estão de acordo com os dados observados em 

estudos realizados nas populações do Irã, Polônia e Argentina, P=0,6252 (Tabela 3), porém 
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quando comparados juntamente com os dados obtidos de estudos das populações da Suécia 

e Itália, a diferença entre os hemofílicos contendo a Inv22 foi significativa (P=O,OO 19). 

Nesses estudos com as populações da Suécia e da Itália, também não foi encontrada 

associação entre a presença da 1nv22 e a produção de inibidor, porém esses dados de 

freqüência diferem significativamente de todas as outras populações apresentadas, quando 

comparadas entre si. Um dos motivos pode ser o fato de se utilizarem FVIII recombinante 

no tratamento dos pacientes estudados nesses dois países. 

Tabela 2. Freqüência da presença/ausência da Inv22 e do Inibidor a-FVITI *. 

Com Inibidor 
Sem lnibidor 

Total 

Com Inv22 
1111 ( Ç)O/o) 
10/11 {91%) 

11 

Sem Inv22 
5/17 (-30%) 
12117 (-70%) 

17 

Total P 
6/28 (- 21%) 
22/28 (- 79%) 0,3547 

28 (100%) 

*Foram testadas 28 famílias, 11 comendo a inversão e 17 sem a inversão. 

Tabela 3. Freqüência da presença/ausência da Inv22 e do Inibidor a-FVIII em 

diferentes populações. 

População Com a lnv22 e Com a lnv22 e Sem a Inv22 e Sem a lnv22 e p Referencia 
com lnibidor sem Inibidor com Inibidor sem inibidor 

Suecia 47% 53% 31% 69% 0, 1394 ASTERMARK 
et ai. , 2005 

Itália 45% 55% 17% 83% 0,0655 TAGARIELLO 

et ai., 2000. 

Argentina 28% 72% 20% 80% 0,6892 DE BRASI et 
ai., 2000. 

Polônia 23% 77% 26% 74% 0,7857 SAWECKA et 
a/., 2005 . 

lrã 18% 82% 8% 92% 0,1639 LAR! et ai., 
2004. 

Rio Grande do 9% 91 % 30% 70% 0,3547 Presente trabalho 
Sul 
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No único paciente contendo a Invl não foi encontrada a presença de inibidor contra 

FVIII. Os resultados dos estudos realizados na Espanha, República Checa, Itália e Índia 

mostram que não foi encontrada associação entre a presença de inibidor e a In v 1 nos 

hemofílicos graves. Além disso, esses dados quando comparados entre si, não diferem 

estatisticamente, P=O, 1858 (Tabela 4). 

Tabela 4. Freqüência da presença/ausência da Invl e do Inibidor a.-FVIII em 
diferentes populações. 

População Com a [nv l e Com a Invl e Sem a Invl e Sem a Inv l e p Referência 
com Inibido r sem Inibidor com Inibidor sem inibidor 

Itália 50% 50% 15% 85% O, 1347 ACQUILA et 
ai. , 2003 . 

Espanha 10% 90% 20% 80% 0,5000 TIZZANO et 
ai. , 2003 e 

2005. 

BAGN ALLet 
a/. ,2002. 

República 0% 100% 4% 96% 0,7879 HABART et 
a/. , 2003 . 

Checa 

India 0% 100% 5% 95% 0,8800 AHiv1ED et 
ai. , 2003 . 

A partir desses resultados então, pode-se concluir que a incidência de inibidor nos 

hemofílicos graves estudados está de acordo com o descrito para a população brasileira 

(-20%). A prevalência de inibidor em hemofílicos portadores da Inv22 (9%) foi menor, 

mas não estatisticamente significativa, quando comparada a outras populações, não sendo 

um fator de risco para o desenvolvimento de inibidor, pois a freqüência de inibidor em 
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hemofilicos que não apresentam a inversão foi cerca de 30%. Da mesma forma, a ausência 

de inibidor em hemofilicos graves com a Invl, demonstra não ser um fator de risco para o 

seu desenvolvimento, estando de acordo com os estudos e a média em outras populações 

(5-30%). Esses resultados estão de acordo com a proposta por ANTONARAKIS et ai. 

(1995), na qual inversões não parecem ser um fator de predisposição principal para o 

desenvolvimento de inibi dor em hemofilicos graves. 

A idade dos hemofilicos estudados, a freqüência de exposição ao fator VIII exógeno 

e o baixo número de famílias estudadas contendo a Inv22 podem ter influenciado nessa 

menor tendência encontrada nos hemofilicos contendo a inversão (ASTERMARK et ai. , 

2005). 

CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS 

A técnica de S-PCR se mostrou eficiente na detecção da Inv22 na população de 

hemofilicos do tipo A severos, apresentando um diagnóstico rápido na detecção dessa 

inversão. Da mesma forma a amplificação da Inv 1 se mostrou eficiente e rápida na 

detecção dessa mutação. 

As freqüências encontradas na amostra estudada quanto às duas inversões foram de 

36% para a Inv22 e 3% para a Invl , perfazendo um total de 39% dos hemofilicos graves 

estudados. 

Não foi encontrada associação entre a Inv22 e a produção de inibidor contra o 

F VIII. 

As perspectivas do trabalho são aumentar o número de pacientes hemofilicos 

estudados e identificar as heterozigotas para a Inv22 e Invl para aconselhamento genético. 
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