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      _Resumo

Reconhecendo a importância e o impacto das patologias hemorrágicas heredi-

tárias na saúde humana, o Departamento de Genética Humana (DGH) do INSA 

foi o primeiro laboratório em Portugal a realizar a abordagem molecular destas 

doenças, com o objetivo inicial de identificar portadoras e possibilitar a realiza-

ção de diagnósticos pré-natais (DPNs) em famílias com hemofilias A e B. Desde 

os primeiros estudos dedicados à identificação do alelo de risco, passando 

pela caracterização de variantes patogénicas através da análise exaustiva dos 

genes, pelo estabelecimento de correlações genótipo-fenótipo e pelo esclareci-

mento de mecanismos patogénicos, a investigação tem acompanhado os avan-

ços metodológicos. Concomitantemente, o âmbito das patologias estudadas 

foi alargado à doença de von Willebrand e às deficiências dos fatores VII, XI e, 

mais tarde, à deficiência de fator V. A investigação passou também a abranger 

trombofilias hereditárias, nomeadamente as deficiências de proteína C, proteína 

S e antitrombina III, incluindo ainda os fatores genéticos de predisposição para 

trombose.

O trabalho desenvolvido no DGH nesta área foi pioneiro na caracterização mo-

lecular de patologias hemorrágicas e trombóticas hereditárias na população 

portuguesa, tendo permitido a determinação da etiologia e caracterização mo-

lecular destas patologias em cerca de 1.000 famílias da nossa população, bem 

como o conhecimento do espectro de variantes nos diferentes genes e a ado-

ção, em cada caso, das estratégias de análise mais adequadas. Foi determina-

do o estado de portador em mais de 1.600 familiares e realizaram-se 75 DPNs. 

Com o constante acompanhamento dos avanços científicos e tecnológicos, 

incluindo o recurso à sequenciação de nova geração, alargamento das patolo-

gias e respetivos genes, bem como das famílias estudadas, o DGH continua a 

ser uma referência nacional nesta área.

      
      _Abstract

Recognising the importance and impact of hereditary bleeding disorders on 

human health, the Department of Human Genetics (DGH) of INSA was the 

f irst laboratory in Portugal to undertake the molecular approach to these 

diseases, with the initial objective of identifying carriers and enabling the 

per formance of prenatal diagnoses (PNDs) in famil ies with haemophil ia A 

and B. From the earl iest studies dedicated to identifying the risk al lele, 

through the characterisation of pathogenic variants via exhaustive gene 

analysis, the establishment of genotype-phenotype correlations, and the 

elucidation of pathogenic mechanisms, the research has accompanied the 

methodological advances. Concurrently, the scope of studied pathologies 

was expanded to include von Wil lebrand disease and deficiencies of factors 

VII, XI, and later, factor V deficiency. Research also came to encompass 

hereditary thrombophil ias, namely deficiencies of protein C, protein S, and 

antithrombin III, as well as genetic factors predisposing to thrombosis.

The work carr ied out by the DGH in this f ie ld was pioneering in the molecu-

lar characterisation of hereditary bleeding and thrombotic disorders within 

the Por tuguese population, enabl ing the determination of the aetiology and 

molecular characterisation of these conditions in around 1,000 famil ies 

from our population, as wel l as providing knowledge of the spectrum of 

variants across dif ferent genes and the adoption, in each case, of the 

most appropriate analy tical strategies. Carr ier status was determined in 

more than 1,600 relatives, and 75 PNDs were per formed. With constant 

monitoring of scienti f ic and technological advances, including the use of 

next-generation sequencing, expansion of the range of disorders and their 

respective genes, as wel l as the famil ies studied, the DGH continues to be 

a national reference in this area.

_Introdução

As doenças hemorrágicas e trombóticas hereditárias, ainda 

que raras, representam um desafio clínico e de saúde pública 

devido ao risco de complicações graves e à necessidade 

de tratamento especializado e prolongado. De entre as 

doenças hemorrágicas, destacam-se as deficiências de 

Fator VIII (hemofil ia A) e de Fator IX (hemofil ia B), associadas, 

respetivamente, aos genes F8 e F9. A hemofil ia A apresenta 

uma incidência de cerca de 1/5.000 indivíduos do sexo mas-

culino, enquanto a hemofil ia B ocorre em aproximadamente 

1/25.000. A doença de von Willebrand, associada ao gene 

VWF, ainda que mais frequente, manifesta-se muitas vezes 

de forma ligeira e é subdiagnosticada. Outras deficiências 

hemorrágicas, mais raras, incluem as dos fatores VII e XI 

(genes F7 e F11, respetivamente). No grupo das trombofil ias 

hereditárias, salientam-se as deficiências de Antitrombina III 
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(SERPINC1), Proteína C (PROC) e Proteína S (PROS1), 

com prevalência infer ior a 0,5%. As var iantes FVLeiden 

(NM_000130.4:c.1601G>A, p.(Arg534Gln)) e Protrombina 

G20210A (NM_000506.5:c.*97G>A), mais comuns na popu-

lação, estão ambas associadas a um r isco aumentado de 

eventos trombóticos.

O diagnóstico precoce destas patologias é essencial para 

prevenir complicações, como hemorragias espontâneas ou 

tromboses recorrentes. Neste contexto, o diagnóstico mo-

lecular assume um papel determinante, permitindo a identi-

f icação das var iantes genéticas associadas a cada quadro 

cl ínico, or ientando a estratégia terapêutica e permitindo a 

identi f icação de por tadoras e um aconselhamento genético 

mais preciso às famí l ias em r isco. O diagnóstico pré-natal 

(DPN), quando cl inicamente indicado, representa um recur-

so val ioso para famí l ias com estas patologias, permitindo 

decisões informadas e um planeamento atempado dos cui-

dados médicos. 

Desde 1987, o Departamento de Genética Humana (DGH) 

do Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA), 

através da implementação de diversas metodologias de 

diagnóstico e de investigação molecular aplicada, incluindo 

a abordagem inovadora da sequenciação de nova geração 

(NGS), e em estreita colaboração com centros cl ínicos de 

referência, tem possibil i tado a identif icação da base genéti-

ca e da patologia molecular destas doenças na população 

por tuguesa, bem como a melhoria dos cuidados de saúde 

prestados a doentes com patologias trombo-hemorrágicas.

_Objetivos

Este trabalho teve como objetivos principais: i) a revisão dos 

estudos moleculares desenvolvidos no Departamento de Ge-

nética Humana do Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricar-

do Jorge no âmbito da identificação da base e da patogénese 

molecular das patologias hemorrágicas e trombóticas heredi-

tárias da população portuguesa; ii) a análise do impacto dos 

resultados nos cuidados de saúde e na prevenção da doença; 

e iii) a identificação das especificidades de cada patologia, 

sempre num contexto de investigação aplicada e na perspeti-

va de alargamento ao estudo de outras patologias.

_Materiais e métodos

A extração de DNA genómico a partir de amostras de sangue, 

de líquido amniótico ou de vilosidades coriónicas foi realizada 

por métodos manuais ou automatizados.

A identificação da base molecular das patologias acompa-

nhou a evolução tecnológica. Nos primeiros estudos, a restri-

ção enzimática e o Southern blotting foram as metodologias 

mais usadas para os estudos de l inkage e estabelecimento de 

estados de portadora, tendo sido também a primeira metodo-

logia utilizada na deteção das inversões envolvendo o intrão 

22 do gene F8 (INV22).

Até à automatização da sequenciação de Sanger, a análise de 

conformação de DNA em cadeia simples (SSCP) (1) foi utiliza-

da em larga escala como método de rastreio de variantes, e 

constituiu-se como método de diagnóstico direto no caso de 

variantes conhecidas; a análise por DHPLC foi também utiliza-

da nalguns casos como método de rastreio.

A amplificação enzimática de DNA (PCR) das regiões 

codificantes, intrónicas adjacentes e reguladoras relevantes dos 

genes, seguida de sequenciação de Sanger, tem sido o método 

mais utilizado na identificação e confirmação de variantes 

de nucleótido único (SNVs) e pequenas inserções/deleções 

(indels), continuando como gold standard. A PCR é usada na 

pesquisa das inversões INV22 (PCR longo) e INV1 do F8 (2,3). 

A PCR específica de alelo (ARMS, amplification refractory 

mutation system) é utilizada em contextos específicos para 

deteção de variantes, incluindo a versão ARMS fluorescente.

A Multiplex Ligation-dependent Probe Ampli f ication (MLPA) 

é uti l izada para identif icação e conf irmação de deleções ou 

duplicações.

Recentemente, foi desenvolvido e val idado um painel 

customizado de sequenciação de nova geração (NGS) 

permitindo de forma mais célere e com custos infer iores, a 

análise simultânea de vários genes, incluindo os associados 

a patologias hemorrágicas e trombóticas.
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_Resultados e discussão

No seguimento da publicação da estrutura dos genes F8 e F9 

(4,5), o Centro de Genética Humana (atual DGH) foi o primeiro 

laboratório, a nível nacional, a realizar estudos moleculares em 

famílias com hemofilia A, inicialmente efetuando a genotipagem 

de polimorfismos extragénicos e, posteriormente, intragénicos 

(6). Esta abordagem permitiu a determinação do alelo de 

risco, a identificação de portadoras em familiares de casos 

índex e a realização dos primeiros DPNs. Dadas as limitações 

metodológicas de então, o desconhecimento das sequências 

intrónicas e a grande extensão das regiões funcionalmente 

importantes do gene F8 (constituído por 26 exões, sendo que 

o maior, exão 14, tem mais de 3000 nucleótidos), só após a 

identificação das sequências dos intrões adjacentes, realizada 

em colaboração internacional, foi possível o desenvolvimento 

de primers para amplif icação das sequências essenciais 

do F8, incluindo as junções exões/intrões, tendo então sido 

publicados os primeiros diagnósticos diretos em famílias 

de hemofilia A, com análise por SSCP (7).  Foram também 

identificadas as primeiras variantes do F9 em famílias com 

hemofilia B (8,9).

Uma das primeiras conf irmações do efeito molecular de 

uma variante de splicing no F8, uti l izando RNA de expressão 

ectópica de sangue total, foi real izada por nós (10).

A introdução da pesquisa das inversões INV22 e INV1 do F8, 

a primeira associada a cerca de 50% dos casos graves de 

hemofilia A, permitiu identif icar a base molecular num número 

signif icativo de famílias. Em 2006, o laboratório publicou 

o seu primeiro grande estudo descrevendo o espetro de 

variantes e a patogénese molecular num número relevante 

de doentes com hemofil ia A, correlações genótipo-fenótipo, 

incluindo a associação de variantes aos diferentes fenótipos 

CRM (cross-reacting material-negative) e à presença de 

inibidores, bem como especif icidades da patologia na 

população portuguesa (11). A gráfico 1A mostra a distribuição 

de variantes do F8 identificadas em 435 famílias da população 

portuguesa estudadas até ao presente.

Progressivamente, alargou-se o diagnóstico molecular a outras 

patologias hemorrágicas hereditárias relevantes, nomeadamen-

te doença de von Willebrand (o tipo 2 foi o primeiro alvo de 

estudo, associado a um número limitado de exões do VWF, de 

um total de 52), bem como deficiências de Fator VII e de Fator 

XI da coagulação (12). Observam-se diferenças notórias na dis-

tribuição do tipo de variantes genéticas associadas a cada pa-

tologia (gráfico 1, B-E ), implicando a adoção de estratégias 

analíticas particulares em cada caso.

A distribuição dos pedidos de análise molecular para as prin-

cipais patologias hemorrágicas e trombóticas mostra-se na 

gráfico 2. Os estudos moleculares das pr incipais trombof i-

l ias hereditár ias, nomeadamente, def iciências de Proteína 

S (13), Antitrombina II I (14) e Proteína C (15), foram iniciados 

em 1993, sendo fundamentais para o estabelecimento da 

sua etiologia em cada famí l ia e contr ibuindo também para 

a caracter ização molecular destas patologias na população 

por tuguesa (gráfico 1, F-H ).

Em 1999, foi iniciada a pesquisa de FVLeiden em famílias com 

história de patologia trombótica sem causa aparente, tendo-se 

confirmado esta variante como fator genético predisponente a 

trombose na nossa população, tal como a variante Protrombina 

G20210A (16). Atualmente, são também pesquisadas as variantes 

MTHFR 677T e 1298A (NM_005957.5:c.677C>T, p.(Ala222Val); 

NM_005957.5:c.1298A>C, p.(Glu433Ala)) e a variante SERPINE1 

5G/4G (NM_000602.5:c.-675_676insG (5G) / c.-675delG (4G). 

Dada a elevada frequência das patologias trombóticas na nossa 

população e o facto destas variantes estarem também descritas 

em associação a outras condições clínicas, foram analisadas 

até agora cerca de 10.000 amostras neste âmbito. 
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Gráfico 1:       Representação das variantes genéticas consideradas patogénicas identificadas em famílias portuguesas com patologias 

hemorrágicas e trombóticas hereditárias.

Indicam-se: número de famílias aparentemente não relacionadas, tipo e número de variantes únicas; percentagem das famílias com um tipo de 

variante. indel – inserção/deleção até 50 nucleótidos; grande del./ grande dup. – deleção/duplicação >50 nucleótidos, podendo envolver um a vários 

exões, ou a totalidade do gene; regulação – variante em região reguladora; INV1 e INV22 – inversões envolvendo o intrão 1 e o intrão 22 do F8, 

respetivamente; conversão génica – variante resultante de conversão génica do VWF com o seu pseudogene; polimorfismo Heerlen – variante 

NM_000313.4(PROS):c.1501T>C, p.(Ser501Pro).
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O registo das variantes identif icadas em bases de dados in-

ternacionais contribuiu para a partilha global de conhecimen-

to, permitindo uma melhor caracterização destas patologias. 

O DGH tem também acompanhado a harmonização interna-

cional da nomenclatura (20) e a classificação de variantes, no-

meadamente através de aplicação dos critérios ACMG/AMP 

(American College of Medical Genetics and Genomics and 

the Association for Molecular Pathology) (21), e participa em 

programas internacionais de avaliação externa de qualidade 

relativamente a estes grupos de patologias, os quais têm com-

provado a f iabilidade e qualidade dos resultados obtidos.

Globalmente, foram analisadas um total de cerca de 13.000 

amostras, incluindo cerca de 1.000 doentes com patologias 

hemorrágicas e trombofil ias hereditárias e mais de 1.600 fa-

miliares, tendo sido realizados 75 DPNs, demonstrando o im-

pacto relevante destes estudos no diagnóstico e prevenção 

destas doenças. Os resultados obtidos têm contribuído signifi-

cativamente para aprofundar o conhecimento da base molecu-

lar e especif icidades das patologias estudadas, não apenas 

através da identif icação das variantes genéticas causais, mas 

também com o esclarecimento dos mecanismos patogénicos 

subjacentes (10,17-19).

Gráfico 2:       Número de testes genéticos solicitados ao DGH-INSA para estudo de casos índex e de familiares para as principais 

(A) Patologias hemorrágicas hereditárias; (B) Trombofilias hereditárias. 

Os dados de 2025 são uma estimativa, com base nas amostras recebidas de janeiro a junho. Para facilitar a análise da figura, 

agruparam-se os dados das patologias Hemofilia A e Hemofilia B (HMA + HMB), Deficiência de Fator VII e Deficiência de Fator XI (Def. 

FVII + Def. FXI); Def. PS – Deficiência de Proteína S; Def. ATIII – Deficiência de Antitrombina III.  Def. PC – Deficiência de Proteína C.
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O desenvolvimento de um painel NGS customizado permitiu o 

estudo simultâneo de vários genes, simplificando a análise mo-

lecular, reduzindo custos e tempos de resposta. Com esta me-

todologia, passou a realizar-se o estudo de todos os exões e 

regiões intrónicas adjacentes do VWF, tendo também iniciado 

o estudo completo do F5 em famílias com deficiência de Fator 

V. O DGH encontra-se na fase final de validação da metodolo-

gia de sequenciação de Exoma, o que permitirá o alargamento 

da investigação e do diagnóstico molecular a todos os genes 

relevantes na área da trombose e hemostase.

_Conclusões

No balanço dos 50 anos de ativ idade do DGH do INSA, a 

análise retrospetiva real izada no presente estudo i lustra o 

papel pioneiro deste laboratório na caracter ização molecu-

lar das patologias hemorrágicas e trombóticas hereditár ias 

em Por tugal. Com o constante acompanhamento dos avan-

ços cientí f icos e metodológicos, o DGH tem contr ibuído 

de forma signif icativa para o esclarecimento da etiologia e 

patogénese molecular destas patologias, possibi l i tando o 

acompanhamento cl ínico e aconselhamento genético mais 

adequados, fundamentais na prevenção e na personaliza-

ção dos cuidados de saúde, com ref lexo na saúde pública, 

continuando uma referência nacional nesta área.
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