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Resumo

Hemofilia A, uma doenga hemorragica ligada ao cromossomo X, é causada
pela deficiéncia ou disfuncao do fator VIl da coagulacao (FVIIIl). A doenca resulta de
alteracdes genéticas no gene do fator VIII (F8). Clinicamente, a hemofilia A é
caracterizada por hemorragias em diferentes partes do corpo e o tratamento
recomendado € a reposicao do fator FVIII deficiente. O desenvolvimento de
anticorpos inbidores para o FVIIl &€ a principal complicagdo do tratamento. Estes
anticorpos neutralizam a atividade do FVIII e, portanto invalidam a terapia. Os riscos
para o desenvolvimento destes anticorpos sao multifatoriais e envolvem fatores
genéticos e ambientais. O objetivo deste estudo foi determinar as bases moleculares
da hemofilia A grave e sua correlagdo com o desenvolvimento de inibidores em
associagcdo com o perfil sorolégico par doencas virais. As analises moleculares
consistiram da determinacao da inversao do intron 1 e do intron 22 (inv1 e inv 22),
além da determinacdo de outras alteragdes genéticas presentes na regiao
codificadora de F8. Inicialmente, 150 pacientes, com hemofilia A grave (niveis de
atividade de fator VIII inferior a 1%) registrados no Hemominas, foram selecionados
para este estudo. Nés caracterizamos 50 pacientes, dos quais, 8 tinham inv1, 29
tinham inv22 e os pacientes restantes apresentaram mutagcdes sem sentido,
mutacdes de sentido trocado e mutagcbes de mudanca de fase de leitura.
Posteriormente, um grupo de 40 pacientes, registrados no hemocentro de Campinas
e com diagnéstico molecular (32 tinham inv 22 e os pacientes restantes
apresentaram mutagées sem sentido, muta¢dées de sentido trocado e mutacgdes de
mudanca de fase de leitura) foram arrolados em nosso estudo. Informacdes a cerca
de inibidores e perfil sorolégico de 90 pacientes foram coletadas a partir de
prontuarios médicos. Dados moleculares e clinicos foram comparados por meio de
analises estatisticas. As analises estatisticas nao revelaram uma correlagéao positiva
entre as diferentes categorias de mutacao e a presencga/auséncia de inibidores sob

influéncia do perfil sorolégico.
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Abstract

Hemophilia A, an X-linked bleeding disorder, is caused by the deficiency or
dysfunction of coagulation factor VIII (FVIIl). 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 FVIIl. 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 Introducao

1.1 A coagulacao na Idade Antiga
“...Pdsaadmadacarneetanosngue
(Levitioo17:11)

A associagao do sangue com a vida € um dos conceitos mais primitivos da
humanidade. Referéncias sobre sua importancia podem ser encontradas em textos
religiosos do Cristianismo, Judaismo e Islamismo, bem como em relatos de crencas
e rituais de diversas culturas. O sangue sempre foi objeto do interesse de varios
investigadores que, utilizando variadas formas de observagido, intuicdo e
experimentacao, deram sua contribuicdo para a construcao do que hoje entendemos
deste fluido essencial a vida'?.

Dentre os temas relacionados ao sangue que despertaram a curiosidade de
investigadores, sem duvida, a coagulagao foi um dos mais fascinantes. As primeiras
explicacbes para o fenbmeno foram dadas pelos antigos filésofos Hipocrates (c. 400
a.C.), Aristoteles (c. 350 a.C.) e Galeno (c. 130-200 a.C.) que relacionaram a
coagulacao a quatro teorias: a teoria do resfriamento, a teoria do contato com o ar, a
teoria da perda da forca vital e a teoria da perda do movimento. Estes conceitos
permaneceram praticamente sem modificacbes por séculos e ainda exerceram

influéncia no pensamento de varios investigadores®.

1.2 A coagulacao na Idade Moderna

“...Theblodisthegameativepart, thefauntain of lifg thefirg to
live thelagt todig and theprimery st of thesoul...”

(Willian Harvey)

Uma das significativas contribuicbes para o conhecimento da coagulacao
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 postulagbes sobre a circulagédo
do sangue e sua fluidez, considerando o coragdo como doador do espirito vital®.

Gragas aos conhecimentos sobre a circulagdo 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 substéncia que flui
continuamente através de artérias e veias, que contém um numero infinito de
particulas e que é constituida por duas partes diferentes, uma esbranquigcada, 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 referéncias ao liquido hematico
resultante da lavagem dos coagulos sanguineos, além de observagbes
microscoépicas sobre os corpusculos avermelhados denominados de “atoma rubra”
em referéncia as hemacias®®.

O século XVIII trouxe concepgdes fisioldgicas para o fendmeno da
coagulacao. Uma delas foi demonstrada pelo médico Jean Louis Petit. Em 1731, ele
descreveu coagulos em artérias lesionadas de individuos vivos, comprovando que a
coagulagdo nao era apenas uma ocorréncia apos a morte e que a mesma
participava da contengdo da hemorragia®.

Ja na segunda metade do século XVIII, em 1770, o médico Willian Hewson
combateu a teoria do resfriamento e comprovou experimentalmente que o frio, ao
contrario do preconizado até entdo, inibia a coagulagao. Além disso, demonstrou
que a adigdo de alguns sais tornava o sangue incoagulavel e que a coagulagao
ocorria na auséncia de glébulos vermelhos, consolidando a coagulagcdo como uma
propriedade do plasma. Esta propriedade foi denominada linfa coagulavel, que seria

mais tarde reconhecida como fibrinogénio’.
1.3 A coagulacao na Idade Contemporanea

Ao longo do século XIX, ocorreram varias descobertas importantes no campo
da coagulacédo e estas consolidaram o conceito de que a coagulagdo era um
fenbmeno do qual participavam diversas substancias, algumas delas oriundas de
tecidos. Foram especialmente importantes as descobertas ocorridas a partir da
metade do século, dentre elas: a proposicao do fibrinogénio como precursor da
fibrina (Rudolf Virchow, 1856), a descoberta da trombina (Alexander Schmidt, 1861),
o isolamento do fibrinogénio em sua forma mais pura (Olav Hammerstein, 1877), a
descricdo da protrombina (Cornelis Pekelharing, 1888) e a descoberta da
importancia do ion calcio no processo da coagulacao (Maurice Arthus, 1890). Estas
descobertas foram fundamentais para a elaboragéo da teoria classica da coagulagao
publicada em 1905 por Paul Morawitz®.

Segundo Morawitz, a coagulacdo ocorre em duas etapas, sendo que na
primeira, ocorre conversao da protrombina em trombina mediante a acao do fator
tecidual (FT) e presenca de calcio e na segunda, ocorre conversao do fibrinogénio

em fibrina mediante acso da trombina®(Figura 1).
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Protrombina Tromboguinase - cdlcio , Trombina

Fibrinogénio l , Fibrina

Figura 1. Representacao esquematica da teoria classica da coagulagéo proposta por
Paul Morawitz em 1905. (Adaptada de lIzaguirre-Avila, 2005°).

1.3.1 O modelo da cascata da coagulagao

Varios estudos sucederam-se ao longo da primeira metade do século XX e
resultaram na descoberta de praticamente todos os componentes da coagulacéo.
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 coagulagao: fator VIII
(FVII) (Arthur Patek, 1936), fator V (FV) (Paul Owren, 1948), fator Xl (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 Xl (FIX) (Robert Rosenthal, 1953), fator XlII (FXIl) (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 coagulagéo.
Entretanto, discordancias quanto a nomenclatura atribuida por diferentes
pesquisadores levou a criagdo de um comité internacional para a padronizacao da
nomenclatura dos fatores da coagulacdo, cuja deliberagéo final ocorreu em 1958, na
cidade de Roma'®.

Uma vez que os fatores da coagulacao ja estavam descritos, o desafio para
os pesquisadores seria a descoberta do papel de cada um destes fatores. Uma
importante contribuicdo nesse sentido ocorreu em 1964, quando os conhecimentos
obtidos até entdo, foram resumidos no modelo da cascata da coagulacao proposto
simultaneamente por dois grupos de pesquisadores, Oscar Ratnoff e Earl W. Davie
dos Estados Unidos e Robert MacFarlane da Inglaterra®.

Segundo o modelo de MacFarlane, Davie e Ranoff, a coagulagdo do sangue
consiste em uma série de reagdes enzimaticas onde zimogénios (fatores inativos da
coagulacdao) sao seqlencialmente ativados através de duas vias isoladas e
independentes (via intrinseca e via extrinseca) que convergem para uma via comum

até a formacao do coagulo. A via intrinseca ocorre pela ativagdo de um fator de
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contato, denominado fator de Hageman (FXIl) enquanto a via extrinseca ocorre pela
ativagao do FVIl e FT™" (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo esquematica do modelo da cascata da coagulagido. Os
fatores da coagulacdo estdo representados em algarismos romanos e suas
respectivas formas ativas estdo acompanhadas da letra “a”. Linhas vermelhas, azuis
e verdes representam as reagdes das vias intrinseca, extrinseca e comum,
respectivamente. CAPM, cininogénio de alto peso molecular; pC, pré-calicreina; C,
calicreina; FL, fosfolipides; FT, fator tecidual; Ca™", ion calcio. (Dados compilados a
partir de Spronk et al., 2003' e Riddel et al., 2007"%).
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A partir da segunda metade do século XX, foram descobertos outros
componentes relacionados com a coagulacao, tais como o sistema fibrinolitico e as
vias de regulacdo da coagulagao: via da antitrombina (AT-Ill), o sistema proteina C
(PC) / proteina S (PS) / trombomodulina e o inibidor da via do fator tecidual (TFPI).
Além disso, a descoberta das inumeras relagcbes entre a coagulacdo e outros
sistemas de defesa do organismo, como a inflamacgéao, o sistema de complemento e
a regulacdo do tbnus e crescimento vascular ampliaram o papel fisiolégico da
coagulagao. Em paralelo, os avangos nos campos da genética, bioquimica e biologia
molecular possibilitaram, ao final do século XX, reunir um extenso conhecimento
sobre as proteinas do sangue que participam da hemostasia e, por conseguinte,

elucidar a fisiopatologia de varias doencas hemorragicas e trombéticas'® (Tabela 1).

Tabela 1. Proteinas envolvidas no processo da hemostasia com respectivas
localizagbes cromossémicas, local de expressao, localizacao e funcao.

Componente Cromossomo Local de expressao Localizagao Funcao
| / Fibrinogénio 4 Figado Plasma Precursor
Il / Protrombina 11 Figado Plasma Zimogénio
m/Fr 1 Células extravasculares  Subendotélio Cofator
IV / fon calcio * * Plasma Cofator
V/ Pro-acelerina 1 Figado Plasma Cofator
VIl / Pro-convertina 13 Figado Plasma Zimogénio
VIl / Fator anti-hemofilico X Figado Plasma Cofator
IX / Fator de Christmas X Figado Plasma Zimogénio
X/ Fator de Stuart-prower 13 Figado Plasma Zimogénio
?:cirﬁgéi(l:aegt?r?;ePIasmética 4 Figado Plasma Zimogénio
XIl / Fator de Hageman 5 Figado Plasma Zimogénio
;i(tl)lrlir/]:ator Estabilizante da 1,6 Figado Plasma Zimogénio
Fator de Von Willebrand 12 Endotélio/megacarécitos Plasma Carreador
Pré-calicreina / Fator de 4 Figado Plasma Zimogénio

Fletcher
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Cininogénio de Alto Peso

Molecular/Fator de Fitzgerald 3 Figado Plasma Cofator

Trombomodulina 20 Endotélio Endotélio Cofator

Antitrombina lll 1 Figado/endotélio Plasma Inibidor

Proteina C 2 Figado Plasma Zimogénio
] ] Inibidor

Proteina S 3 Figado Plasma Cofator

Inibidor da via do fator 2 Endotélio Plasma Inibidor

tecidual

Plasminogénio 6 Figado Plasma Zimogénio

Alfa2 antiplasmina 18 Figado Plasma Inibidor

Ativador do plasminogénio - . Fluidos

tecidual 8 Varios tecidos Extracelulares Cofator

Ativad_or do plasminogénio 10 Varios tecidos Fluidos Cofator

uroquinase Extracelulares

In|b|do_r doﬂat_wador de 7 Tecido adiposo Plasma Inibidor

plasminogénio 1

Inibido_r doﬂat_ivador de 18 Placenta Plasma Inibidor

plasminogénio 2

Receptor do ativador do 19 Macroéfago/mondcito Membrana cofator

plasminogénio uroquinase

Fatores da coagulacao estao representados em algarismos romanos. (*), ndo se
aplica. (Dados compilados a partir de Patrushev, 2002'®: Butenas & Mann, 2002"" e
Lichtman et al., 2001'8).

1.3.2 O novo modelo da coagulacao

Embora o conceito da cascata da coagulacdo tenha representado um
significativo avango na compreensao da coagulagao e tenha servido por muitos anos
como um modelo util, estudos clinicos e observagdes experimentais mais recentes
demonstraram que este modelo nao explica adequadamente os mecanismos que
levam a hemostasia in vivo e também nao fornece informacgdes suficientes da
fisiopatologia do sistema hemostatico®.

Pacientes com deficiéncias de FXIl, de PC, ou CAMP nao apresentam
tendéncias hemorragicas, embora a deficiéncia destes componentes altere
significativamente os ensaios de coagulacdo in vitro, em especial, o tempo de
tromboplastina parcial ativado (TTPA)%

Por outro lado, o modelo da cascata da coagulagdo nao explica a tendéncia

hemorragica nas deficiéncias de FVIII e FIX, considerando que a via extrinseca
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intacta poderia ser um caminho alternativo para a geragao de trombina®'. Da mesma
forma, pacientes com deficiéncia de FVII também exibem tendéncias hemorragicas
apesar da via intrinseca estar preservada. Estas colocagbes demonstram que é
pouco provavel que a vias intrinseca e extrinseca operem de modo independente in
vivo®2. Em funcdo destas observagdes, foi proposto um novo modelo para a
coagulacao, enfatizando a hemostasia enquanto processo in vivo que sera discutido

adiante.
1.4 A hemostasia

A hemostasia € um mecanismo de defesa fisioldgico que mantém a
integridade anatomica e funcional do sistema vascular. Sua fungdo & manter o
sangue em estado fluido, além de responder rapidamente ao dano vascular, por
meio da formacao de um tampao hemostatico prevenindo a hemorragia®2.

Este mecanismo dindmico envolve o equilibrio entre sistemas
pré/anticoagulantes e sistemas pré/antifibrinoliticos, prevenindo tanto a hemorragia

quanto a formagéao de trombos na luz vascular (Figura 3).
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Figura 3. Representacdo esquematica dos sistemas hemostaticos que contribuem
para o equilibrio da hemostasia. (Adaptado de Adams et al., 2007%%).
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Os eventos hemostaticos que ocorrem em resposta ao dano vascular,
indiferente de sua natureza, envolvem processos biologicos interligados, dos quais
participam componentes da parede do vaso sanguineo, incluindo células endoteliais
e subendotélio, e componentes do sangue incluindo as células sanguineas, os
fatores de coagulacao e as proteinas fibrinoliticas e anticoagulantes®'®.

Embora os processos fisiolégicos envolvidos no sistema hemostatico sejam
dinamicos e inter relacionados, eles sao didaticamente divididos em trés estagios: a
hemostasia primaria, a hemostasia secundaria e a hemostasia terciaria,
respectivamente, relacionados a adeséo/agregacao plaquetaria, coagulacao e

fibrinolise?®.
1.4.1 A hemostasia Primaria

A hemostasia primaria envolve principalmente o endotélio vascular, as
plaquetas, as proteinas de adesdo 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 regulagao da paténcia vascular por meio da expressao de moléculas

pré e anticoagulantes?’ (Figura 4).

Fatores Procoagulantes Produtos De Matriz Fatores Antitrombdticos
Fator de Von Willebrand Fibronectina Prostaciclinas
Tromboxano A2 Laminina Trombomodulina
Tromboplastina Colageno Antitrombina
Fator V Proteoglicanos Ativador de Plasminogénio
Fator Ativador de Plaguetas Proteases Heparina

Inibidor do Ativador de Plasminogénio

Metabolismo De Lipideos Fatores Vasodilatadores

Receptor de LDL | Célula Endotelial @ Oxido Nitrico

Lipoproteina Lipase \ Prostaciclinas

Fatores Vasoconstritores Mediadores Inflamatdrios
Enzima de Conversora da Angiotensina Interleucinas 1, 6, 8
Tromboxano A2 Leucotrienos
Leucotrienos MHCII
Radicais Livres Fatores De Crescimento

Endotelina Fator de Crescimento Semelhante a Insulina

Fator Transformador de Crescimento
Fator Estimulador de Colénia

Figura 4. Representacdo esquematica das fungdes metabdlicas e de sintese da
célula endotelial. LDL, lipoproteina de baixa densidade; MHCII, Complexo Principal
de Hitocompatibilida de Classe II. (Adaptado de Galley & Webster, 2004%").
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A superficie luminar do endotélio normal exibe propriedades antitrombéticas
em funcdo da: 1) exposicdo de glicosaminas “heparin-like” carregadas
negativamente e fosfolipides neutros na camada externa das membranas das
células; 2) secrecao de inibidores de plaquetas incluindo prostaciclinas e 6xido
nitrico; 3) secrecao de inibidores da coagulagdo, como trombomodulina, PS e TFPI
4) secrecao de ativadores da fibrindlise como o ativadores do plasminogénio tecidual
(u-PA e t-PA)%.

Quando ativadas por lesao tecidual ou estimulo agressivo como citocinas
inflamatoérias, endotoxinas ou hipoxia, as propriedades antitromboéticas das células
endoteliais convertem-se em propriedades protrombéticas, caracterizada pela
exposicao de FT, fosfolipides aniénicos na superficie externa da membrana celular,
secrecdo de ativadores de plaquetas, exposicdo de receptores para fatores e
cofatores de coagulacdo e secrecao de inibidores da fibrindlise. Adicionalmente, o
subendotélio possui componentes altamente trombogénicos, como colageno, fator
de von Willebrand (FVW) e outras moléculas envolvidas na adesao/agregacao
plaquetaria®®.

As plaquetas sao pequenos fragmentos celulares anucleados produzidos a
partir da protusao citoplasmatica dos megacariécitos da medula 6ssea. Elas sao
liberadas na circulagdo com pro-plaquetas e, por aproximadametne 10 dias, circulam
no sangue como sentinelas da integridade vascular®.

A membrana citoplasmatica das plaquetas tem estrutura trilaminar, sendo
constituida por bicamada fosfolipidica enriquecida de colesterol, glicolipideos e
glicoproteinas que atuam como receptores. Internamente, as plaquetas sao
constituidas por um complexo sistema de membranas, estruturas de citoesqueleto
(microtubos e microfilamentos) e organelas que incluem peroxissomos, pequeno
numero de ribossomos, mitocondrias, lisossomos e vesiculas especializadas,
granulos densos e granulos alfa cujos distintos componentes tém papel critico na
funcao plaquetaria®.

Mais de 300 proteinas sao integrantes dos granulos plaquetarios. Granulos
densos contém principalmente difosfato de adenosina (ADP), trifosfato de adenosina
(ATP), serotonina e calcio. Granulos alfa contém, dentre outros componentes, FvW,
fator 4 plaquetario, fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF), fibrinogénio,
fibronectina, vitronectina, trombospondina plaquetaria, FV e P-selectinas®?.

O FVW e fibrinogénio sé&o as principais proteinas adesivas envolvidas na

hemostasia primaria. O FVW é uma glicoproteina multimérica sintetizada pelas
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células endoteliais e pelos megariocitos®®. Ele é estocado nos corpos de Weibel-
Palade das células endoteliais e em granulos alfa de megacariécitos e plaquetas,
além de estarem presentes no plasma circulante®.

O fibrinogénio € uma glicoproteina soluvel composta por trés pares de
cadeias polipeptidicas, alfa, beta e gama. E sintetizado predominantemente no
figado e secretado para o plasma, onde tem uma meia-vida de cerca de 100 horas™°.

Os eventos da hemostasia primaria sao desencadeados em resposta a um
dano a parede vascular. A primeira resposta ao dano vascular € a constricao
muscular da parede do vaso que € mediada por trés mecanismos:. espasmos
neurogénicos, esfincteres pré-capilares e espasmo de ordem humoral, cujo objetivo
é reduzir o fluxo sanguineo no local da lesao®.

Durante a fase inicial, as plaquetas rolam, aderem e cobrem o subendotélio
com uma monocamada de plaquetas. Durante esta fase de rolagem, a adeséo é
mediada pela interagao entre glicoproteinas presentes na superficie da membrana e
componentes do subendotélio. Inicialmente ocorre a interacdo do complexo de
glicoproteinas Ib/V/IX (GPIb/V/IX) com o FVYW e, em seguida, ocorre a interacdo da
glicoproteinas VI (GPVI) e glicoproteina la (GPla) com o colageno, no sitio do dano

vascular®’3¥(

Figura 5).

O complexo GPIb/V/IX liga-se a outras proteinas adesivas como colageno,
trombospondina, CAMP, FXI e FXII. A interacao entre glicoproteinas plaquetarias e
componentes do endotélio desencadeiam eventos de sinalizagao intracelular que
induzem a liberagdo de mediadores secundarios como o ADP, tromboxano A2
(TXA2) e serotonina. Além destes, tracos de trombina gerada localmente interagem
com receptores especificos da superficie das plaquetas e desencadeiam eventos de
sinalizagao intracelular que promovem a completa ativacdo plaquetaria. Esta
ativacao inclui essencialmente a modificacdo morfolégica da plaqueta e a conversao
do receptor de glicoproteina llIb/llla (GPIIb/llla) para uma forma ativa, que passa a
ter afinidade com fibrinogénio e FVW produzindo pontes estaveis entre as plaquetas

e assegurando a agregacao plaquetaria®**° (Figura 5).
1.4.2 A hemostasia secundaria

A hemostasia secundaria € hoje compreendida sob a visdo de um modelo que
enfatiza a coagulacdo enquanto um processo in vivo. De acordo com o modelo

celular da hemostasia, a coagulagcdo é dividida em trés etapas sobrepostas:
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iniciacao, amplificacao e propagacao. Este modelo tem como énfase o papel de
células como fonte de FT e os fosfolipides de superficie para integracdo dos

complexos enzimaticos*'*® (Figura 6).
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Figura 5. Representacdo esquematica dos principais eventos da hemostasia
primaria. GP, glicoproteina. (Adaptado de Angiolillo et al., 2010*” e Andrews e
Berndt, 2008°%).
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Figura 6. Representacao esquematica do modelo celular da coagulagado, mostrando
as fases da iniciacao, amplificacdo e propagacao. Os fatores da coagulacao estao
representados em algarismos romanos e suas respectivas formas ativas estao
acompanhadas da letra “a”. FT, fator tecidual; TFPI, Inibidor da via do fator tecidual;
FvW, fator de von Willebrand. (Adaptado de Dougald e Hoffman, 2002*).
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O FT, também conhecido como fator Ill da coagulagdo ou tromboplastina
tecidual, € uma glicoproteina transmembrana constitutivamente expressa por muitas
células extra vasculares. Ele possui altos niveis de expressao no coragao, cérebro,
pulmao, testiculos, placenta e rins. Além disso, ha relatos contraditérios sobre a
sintese de FT em células do sangue e sobre a presengca ou auséncia de
funcionalidade no sangue circulante, quer como proteina soluvel, quer como
microparticulas***° .

A fase de iniciagdo € marcada pela exposicdo do FT e por subsequente
interacdo com o FVII endégeno presente na circulacdo. O FT atua como receptor e
cofator para a ativacdo do FVII e o complexo FT/FVII ativado (FT/FVIIa) resultante
catalisa a ativacdo do FX e do FIX**". O FIX ativado (FIXa) e o FX ativado (FXa),
formados na superficie das células que expressam FT, possuem distintas e
separadas fung¢des na iniciagdo da coagulagédo. O FIXa nao atua sobre a superficie
das células contendo FT, mas pode difundir-se para superficie das plaquetas
ativadas proximas ao sitio da lesdo vascular. Ja o FXa pode ativar proteoliticamente
o FV plasmatico. A interagdo de FXa e FV ativado (FVa) resulta em producéao de
quantidades pequenas de trombina. A quantidade de trombina inicialmente gerada &
insuficiente para a formagcao do coagulo, mas € suficiente para retroalimentar a
coagulacao através da ativacdo dos FV, FVIIl e de receptores da superficie
plaquetaria®® (Figura 6).

A fase de amplificacdo inicia-se a partir da interagdo da trombina com
receptores plaquetarios. Embora as plaquetas ja estejam aderidas ao subendotélio e
parcialmente ativadas, a interagdo da trombina com o receptor ativador de protease
1 (PAR-1) resulta na liberacdo de FV parcialmente ativado (presente nos granulos
alfa) para a superficie plaquetaria. O FV parcialmente ativado € rapidamente
convertido para a forma completamente ativa por acdo da trombina ou do FXa.
Remanescentes de trombina ligados a outros receptores, como GPIb/IX,
permanecem ativos e podem ativar outros fatores presentes na superficie
plaquetaria. O complexo FVWI/FVIII, aderido a superficie da plaqueta, € dissociado
promovendo a ativagcdo do FVIII (FVIlla) que permanece ligado a superficie
plaquetaria*®(Figura 6).

As plaquetas, completamente ativadas em associacdao com o FVa e FViIlia,
promovem a montagem dos complexos coagulantes durante a fase de propagacao.
O FIXa associa-se ao seu cofator, FVllla, e em presenca de fosfolipides plaquetarios

e ion calcio, 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 presenca de fosfolipides plaquetarios e
ion calcio, forma o complexo protrombinase. Este complexo € capaz de converter
protrombina em trombina em quantidades suficientes para converter fibrinogénio em
fibrina, e ainda ativar FXIII (FXIlla), que por sua vez, promove a estabilizacao da
rede de fibrina. Adicionalmente, a geracdo de trombina pode converter FXI a FXla,
que pode converter mais FIX a FIXa, levando a formacao de quantidade adicional de

trombina®® (Figura 6).
1.4.3 A hemostasia terciaria ou fibrinélise

A Ultima etapa da hemostasia refere-se a lise do coagulo formado apés o
reparo tecidual. Esta acdo é realizada pelo sistema fibrinolitico, que envolve
basicamente a proenzima inativa plasminogénio (PIg) e seus respectivos ativadores,
o ativador do plasminogénio tecidual (t-PA) e o ativador de plasminogénio
uroquinase (u-PA), os inibidores da ativacdo de Plg, o inibidor do ativador de
plasminogénio-1(PAI-1) e o inibidor do ativador de plasminogénio-2 (PAI-2), os
inibidores da plasmina (PIn), a az-antiplasmina (a-AP) e a ax.macroglobulina (as.
MG) e o inibidor do sistema fibrinolitico, o inibidor fibrinolitico ativado por trombina
(TAF1)®! (Figura 7).

t-PA
PAI-1
PLASMINOGENIOQ
rrrramnnnrnnas ':{EAP
FIBRINOGENIO > FIBRINA M s> PDF
A
TROMBINA 5 TAFI

Figura 7. Representacdo esquematica da degradacdo da fibrina pelo sistema
fibrinolitico. t-PA, ativador de plasminogénio tecidual; u-PA, ativador de
plasminogénio uroquinase; PAI-1, inibidor do ativador de plasminogénio 1; a»-AP, as.
antiplasmina; PDF, produto de degradacao da fibrina; TAFI, inibidor fibrinolitico
ativado por trombina. As linhas pontilhadas indicam inibicdo e as linhas cheias
ativagao das vias. (Adaptado de Rijken e Lijnen, 2009%?).
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A fibrina ndo é um substrato passivo, pois uma vez formada, atua como
cofator para a conversao de Plg a PIn, o principal mediador da fibrinélise. A fibrina,
uma vez formada, expde sitios cripticos que apresentam residuos de lisina
carregados positivamente, nos quais se ligam Plg, presente no sangue circulante, e
t-PA secretado pelas células endoteliais durante a formagao do coagulo. O t-PA, em
presenca de fibrina, ativa o Plg a PIn. Esta, por sua vez, cliva sitios posteriores aos
residuos de lisina e arginina das cadeias [Eda molécula de fibrina, resultando
na formacao de produtos de degradacao da fibrina (PDF). Esta estrutura de fibrina
alterada deixa exposta a porcado carboxi terminal dos residuos de lisina que
propiciam sitios adicionais para a ligacdo de PIn e t-PA que contribuem para a

propagacao da fibrindlise®.
1.4.4 A regulacédo da hemostasia

Para que o sistema hemostatico permaneca em equilibrio € necessario um
sistema de regulacdo e controle da coagulacdo sanguinea. A regulacido da
coagulacdo, da geracdo de trombina e de fibrina é efetuada mediante acédo de
diferentes inibidores. Estes devem permanecer ativos durante um periodo suficiente
para exercer seu papel como anticoagulantes®*®*.

Dos sistemas de regulacao da coagulacao, destacam-se: (1) a via da AT-lII,
(2) a via do TFPI e (3) a via da PC. A AT-lll € um inibidor plasmatico capaz de
neutralizar varias proteases da coagulacao, dentre elas, o FXla, FXa, complexo
FT/FVlla e a prépria trombina. Entretanto, os niveis de inibicdo sao insuficientes
para controlar todo o processo da coagulagéo55; O TFPI, que é constitutivamente
liberado a partir das células endoteliais, atua sobre o complexo FT/FVlla; A PC,
uma glicoproteina que circula sob forma inativa, tem sua ativacdo depende da
interacdo da trombina com o receptor de membrana trombomodulina, expresso
constitutivamente pelas células endoteliais, assim como da sua interacdo com o
receptor de membrana da PC, chamado de receptor de proteina 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 FVIlla,
reduzindo a formagdo dos complexos protrombinase e tenase e, por conseguinte,
reduzindo a geracao de trombina®’°%.

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

descrito em 1997. Trata-se do sistema proteina Z / inibidor de protease dependente
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da proteina Z (PZ/IPZ). A PZ é uma glicoproteina plasmatica 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, ndo possui atividade
enzimatica. Entretanto, atua como cofator para a regulagdo da coagulacido mediante
a formacao de um complexo com o IPZ*° . O IPZ inibe o FXa em um processo que
requer a presenca de PZ, ions calcio e cefalina. Além disso, o IPZ, em presenca de
heparina, inibe duas vezes mais o FXla sem o requerimento de PZ, ions calcio ou
fosfolipides. Estudos recentes também demonstraram que niveis sub-fisiolégicos do

IPZ sao eficientes para a inibicido do FIXa sem o requerimento de PZ°".
1.5 Doencas do sistema hemostatico

A compreensao dos processos biolégicos envolvidos na hemostasia, bem
como os avang¢os no diagnéstico laboratorial para a avaliacdo especifica de seus
componentes tornaram possivel o conhecimento tanto de causas genéticas quanto
adquiridas que interferem no equilibrio hemostatico e que podem acarretar o

62,63

desenvolvimento de processos tromboéticos e/ou hemorragicos Dentre as

diversas doencas que acometem o sistema hemostatico podemos citar as doencas

plaquetarias®®° 66,67

, as doencas do endotélio , 0s defeitos na funcédo dos fatores de
coagulacdo®® e ainda as doencas que predispdem a trombofilia®® ™. A mais comum
das doencas hereditarias da coagulacao descrita em humanos é a doenga de von

Willebrand (DvW), seguido pelas hemofilias”".
1.6 As hemofilias na perspectiva histérica

Do ponto de vista evolutivo, a origem da hemofilia remonta ao periodo
cretaceo, a cerca de 65 milhdes de anos atras. Ela aparece em pelo menos trés
ordens de mamiferos placentarios e foi descrita em cavalos, em nove racas de caes
e em humanos’®" .

O primeiro relato referente a uma doenga hemorragica creditada a hemofilia
encontra-se registrado em um decreto do Talmude do Século Il. Nele, o Patriarca
Judah isenta da circuncisao o terceiro filho de uma mulher cujos dois primeiros filhos
faleceram apos o procedimento. Este decreto reconheceu uma doenga hemorragica
familiar e ligada ao sexo e foi incorporado as edi¢des posteriores do Talmude. Ainda,

na ldade Meédia, encontram-se registros do médico arabe Abul El Kassam
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(Albucasis) que viveu em Cérdoba no ano de 1107. Ele descreveu homens de um
vilarejo que faleciam por hemorragia apés pequenos ferimentos’.

A histéria moderna da hemofilia comegou apenas no século XIX com a
publicacdo de um extenso estudo realizado por John C. Otto em 1803. Apos este
estudo, diversos relatos isolados foram descritos até que em 1820, Nasse fez uma
publicacdo de cunho mais cientifico, onde relata todos os casos disponiveis até
entdo e uma revisao geral sobre a doenca. Em 1828, um estudante de Schdélein,
Hopf publica a dissertagao intitulada “Die Hamophiliet’. E neste relato que o termo
hemofilia é relatado pela primeira vez. Até entdo, a doenga havia sido denominada
por diversos termos como hemorrafia, hematofilia, hemorrea, hemorrafilia,
idiosincrasia hemorragica e morbus hematico. Quase cinquenta anos mais tarde, em
1872, J.W. Legg publica o primeiro tratado sobre hemofilia denominado “A freatise
on Haemophilia”, onde descreve a transmissdo genética da doenca, suas
caracteristicas e formas clinicas’™"®.

Ao longo do século XIX, a hemofilia tornou-se largamente conhecida como
“‘Doenca Real”. Aliangas politicas, consolidadas por meio de casamentos entre
membros de familias reais, fizeram com que descendentes da Rainha Vitéria da
Inglaterra (1819-1901) transmitissem o gene afetado para as familias reais da
Prussia, Espanha e Russia. Sem duvida, a “doenca real”, hoje reconhecida como um
caso de hemofilia B contribuiu para importantes eventos da historia européia e
tornou-se um dos mais evidentes exemplos de uma doenca recessiva ligada ao X'’

No inicio do século XX, mais precisamente em 1911, € publicada a mais
detalhada monografia até entdo sobre a doenca. Bulloch e Fildes realizaram um
trabalho com quase mil referéncias e relatos de casos, além de analise de mais de
duzentas arvores genealdgicas distinguindo casos de hemofilia por sexo, sintomas e
hereditariedade de numerosos outros casos inexplicaveis de hemorragias. Embora
mais de um século separe os trabalhos de Otto e Fildes, eles ttm em comum a
mesma afirmacao quanto ao papel da mulher na transmissao da doenca. Ao longo
do século XX, a historia da hemofilia seguiu paralelamente a evolugado dos estudos
da coagulagédo, principalmente aqueles relacionados a identificacdo do FVIII e FIX
que permitiram distinguir entre hemofilia A e hemofilia B’*"8.

O principal avanco da década de 60, com relacdo a hemofilia A, foi a
descoberta do crioprecipitado que representou um papel chave para o tratamento da
hemofilia®®. As décadas de 80 e 90 foram marcadas por um paradoxo. Por um lado,

os avangos tecnolégicos aperfeicoaram a qualidade do isolamento do FVIII no
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sangue e permitiram a clonagem do gene resultando em grande melhoria na
qualidade diagnostica e na disponibilidade de tratamento. Por outro lado, a
ocorréncia de casos de contaminagcdo por agentes infecciosos como o virus da
imunodeficiéncia adquirida (HIV) e os virus hepatite, reconhecidamente transmitidos
pela infusdo de hemoderivados, representaram um grande desafio. A comunidade
cientifica reagiu prontamente com a introducdo de testes para a deteccdo de
doencas infecciosas em bancos de sangue e com introdugao da inativagao viral nos
concentrados de fator. Além disso, os avangos no campo da biologia molecular
permitiram a producao do fator recombinante, como uma opgéo segura quanto a
transmissao de infecgbes, assim como a identificagdo molecular das mutacdes
associadas a hemofilia, que por sua vez tornaram possiveis o diagnéstico pré-natal e

a investigagao de portadora®'.
1.7 As hemcofilias na perspectiva atual

As hemofilias sao distarbios hemorragicos resultantes da deficiéncia de
fatores especificos da coagulagédo. Esta deficiéncia pode ter carater adquirido ou
congénito. As formas adquiridas sao decorrentes do desenvolvimento de anticorpos
direcionados contra dominios especificos destes fatores. Embora essas formas
sejam normalmente relacionadas com puerpério, com doeng¢as auto-imunes ou
neoplasicas, ou mesmo com o uso de alguns medicamentos, em mais de 50% dos
casos a causa € idiopatica. O quadro clinico das hemofilias adquiridas & geralmente
grave e pode acometer igualmente homens e mulheres®. As hemofilias congénitas
sao decorrentes de alteragdes genéticas presentes nos genes que codificam FVIII
(hemofilia A) e FIX (hemofilia B) 83 848°,

1.7.1 A hemofilia A
1.7.1.1 Conceito, etiologia e epidemiologia

A hemofilia A, também denominada hemofilia classica (OMIM 306700), € uma
doenca hemorragica recessiva ligada ao X causada pela defici€ncia ou auséncia do
FVIIl da coagulagdo devido a alteragées genéticas no seu gene codificador (F8)%°.
Hemofilia A € a mais comum das doencgas hemorragicas ligadas ao X e é cerca de

seis vezes mais prevalente que a hemofilia B¥. Ela afeta aproximadamente 1 em
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cada 5.000 a 10.000 homens®. Entretanto, ndo se observa predisposicdo étnica ou
geografica da doenca®.

Levantamentos recentes, a partir de dados da “World Federation of
Hemophilia” (WFH), com avaliacdo em 106 paises no periodo de 1998 a 2006
revelam grande variagdo na prevaléncia dos casos em diversos paises analisados.
Esta variacao pode refletir, entre outros fatores, as discrepancias nas facilidades do
diagnostico da doenga entre os paises pesquisados®®.

Segundo dados da WFH, sao estimados que existam no mundo mais de
400.000 pessoas com hemofilia®'. De acordo com dados da Coordenacéo da Politica
Nacional de Sangue e Hemoderivados do Ministério da Saude 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 sao do Estado de Minas

Gerais®%.

1.7.1.2 Diagnéstico Laboratorial da hemofilia A

A histéria familiar e a ocorréncia de episdédios hemorragicos sado ainda
importantes dados para o diagnéstico da hemofilia “A”. Entretanto observa-se que
20-30% dos casos de hemofilia ndo tém familiares afetados e, além disso, individuos
com forma clinica leve ou moderada podem nao manifestar os sintomas classicos da
hemofilia. Ainda neste contexto, nem os sintomas, nem a histéria familiar distinguem
hemofilia A de hemofilia B®.

Os testes de rotina para pacientes com suspeita de doencas hemorragicas
incluem a completa contagem das células sanguineas, a contagem de plaquetas, a
analise do tempo de protrombina (TP) e a analise do TTPA%*®. Tanto a Hemofilia A
qguanto a Hemcofilia B tipicamente apresentam TTPA aumentados e os demais testes
de triagem normais. Embora este perfil possa sugerir diagnéstico de hemofilia A ou
B, o diagndstico definitivo requer a mensuragao dos niveis plasmaticos de atividade
de FVIII ou FIX respectivamente®.

Os niveis de atividade coagulante do FVIII (FVIII:C) sdo mensuraveis tanto
por ensaios coagulométricos quanto por ensaios cromogénicos de um ou dois
estagios. Os niveis de FVIII.C sao 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. Niveis normais de FVIII:C usualmente variam entre 0,5

U/mL e 1,5 U/mL (50-150%)®. Os niveis de FVIII:C encontrados em portadoras
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normalmente sdo a metade dos niveis normais, entretanto estes testes devem ser
realizados em mais de uma ocasido, pois varios fatores podem interferir na
mensuragao. A reprodutibilidade de niveis normais nao exclui a condicdo de

portadora, que pode somente ser identificado a partir do diagnéstico molecular®®.
1.7.1.3 Manifestacdes clinicas da hemofilia A

O quadro clinico da hemofilia A €& caracterizado pela ocorréncia de
hemorragias em varios locais, especialmente nos espagos intra-articulares
(hemartroses) e nos musculos (hematomas). As articulagcbes mais afetadas sao os
joelhos, que representam metade de todas as hemartroses, os cotovelos e
tornozelos®" 8.

Podem ainda ocorrer hemorragias em mucosas e ser observada a presenca
de sangue na urina (hematuria). Nos casos mais graves podem ocorrer hemorragias
em oOrgaos internos e também no sistema nervoso central. A freqiéncia e a
gravidade dos episodios hemorragicos dependem do nivel residual de FVIII:C
presente no plasma e sua respectiva funcionalidade®.

E em funcédo deste nivel de concentracéo e de atividade que a hemofilia A &
usualmente classificada nas formas grave (< 0,01 Ul/mL ou <1% do normal),
moderada (0,01-0,05 Ul/mL ou 1-5% do normal) e leve (>0,05 < 0,40 Ul/mL ou
>5<40% do normal), segundo normas da “International Society on Thrombosis and
Haemostasis” (ISTH)® (anexo 6.1). A prevaléncia da hemofilia A considerando-se a
gravidade é variavel. Em geral, a hemofilia leve, moderada e grave ocorre em
aproximadamente 40%, 10% e 50% do total de casos, respectivamente'®.

Os pacientes graves classicamente apresentam hemartroses e hematomas
espontaneos recorrentes, podendo apresentar 15-35 episddios hemorragicos ao ano
Pacientes com a forma moderada apresentam hemorragias associadas a pequenos
traumas, mas podem eventualmente apresentar eventos hemorragicos espontaneos.
Pacientes com hemofilia A leve normalmente nao apresentam hemorragias
espontaneas. Nestes, os eventos hemorragicos ocorrem, em geral, apés traumas ou
cirurgias ou procedimentos invasivos'®'. As hemartroses sdo ocorréncias precoces
na vida do paciente e nos casos graves, normalmente elas ocorrem quando a
crianga comecga a caminhar. A idade média para a primeira hemorragia articular &
1,91 anos e até a idade de 2 anos cerca de 80% dos individuos ja tiveram pelo

menos uma hemorragia articular'®. Hemartroses repetidas em uma determinada
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articulacao levam ao desenvolvimento de artropatia crénica caracterizada por dor,
perda de funcéo, deformidade, incapacidade fisica e baixa qualidade de vida'®.

O numero de hemartroses é um preditor significativo para o desenvolvimento
da artropatia hemofilica. Estudos relacionando a ocorréncia de artropatias e
numeros de hemorragias revelaram que somente articulagdes com menos de trés
sangramentos mantém sua funcionalidade'®.

As hemorragias intracranianas (HIC) sao relativamente raras, mas
representam uma importante causa de morbidade. Antes da disponibilidade de
tratamento por meio da reposicdo de FVIII, um terco de todas as mortes em
individuos com hemofilia era em decorréncia de HIC. Durante o periodo neonatal, a

HIC acomete de 3,5% a 4% de todas as criangas com hemofilia'®.
1.7.1.4 Tratamento da hemofilia A

Ainda nao existe cura para as hemofilias. O tratamento e/ou a prevencao dos
eventos hemorragicos requer a terapia de reposicao por meio de infuséo intravenosa
do concentrado de FVIIIl. Estes concentrados podem ser derivados do plasma ou ser
de origem recombinante (rFVIII)'®. Embora os fatores derivados do plasma tenham
se constituido um grave problema na década de 80 e inicio da década de 90 em
funcéo de inUmeras contaminagdes virais, especialmente com os virus da hepatite C
e do HIV, atualmente estes produtos sao considerados muito seguros, gragas aos
avangos nos processos de inativagdo viral e dos métodos de purificacdo por
fracionamento'?”.

Atualmente existem duas principais abordagens no tratamento da hemofilia: o
regime intermitente de reposicao (baseado no tratamento sob demanda) e o regime
profilatico'®®'%°. O tratamento sob demanda refere-se a infusdo do concentrado de
fator ap6s a ocorréncia do episdédio hemorragico. Este tipo de tratamento tem como
objetivo coibir o sangramento e evitar o desenvolvimento de hemartroses em
articulagdes alvo e consequente artropatia’'®'"".

O tratamento profilatico pode ser do tipo primario ou secundario. A profilaxia
primaria refere-se a infusao regular de concentrado de FVIII antes da ocorréncia de
hemorragias, requerendo, para tal, infusdo do concentrado de 1 a 3 vezes por
semana. Normalmente, este tipo de profilaxia & iniciado em idade tenra (entre 1 e 3
anos de idade) apds a primeira e antes de trés hemartroses. Este tratamento é

indicado somente para pacientes com hemofilia grave. A profilaxia secundaria, por
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outro lado, refere-se a infusdo regular do concentrado de fator apds a ocorréncia de
hemorragia com o objetivo de tratar e consolidar o tratamento da hemorragia'?. A
terapia génica representa uma possibilidade de abordagem terapéutica futura,

embora, ainda, com resultados pouco satisfatérios em humanos'">""%,

1.7.1.5 Complicagdes do tratamento
1.7.1.5.1 Acesso venoso

Uma das limitacbes ligadas a terapia de reposicao tanto nos regimes
profilaticos ou intermitentes € a questdo do acesso venoso. Esta questdo é
importante, especialmente em criangas jovens, nas quais, muitas vezes, &
necessaria a utilizacdo de cateter venoso central para as frequentes infusées de
concentrado de FVIII. Este procedimento esta associado com o risco de infecgdes,
falhas mecanicas do cateter e paradoxalmente, com a ocorréncia de trombose''®""8,
Trombose associada ao uso de cateter venoso central em pacientes com hemcofilia &
relativamente rara, mas sua ocorréncia esta diretamente ligada ao tempo de
permanéncia do cateter e neste caso, o fator desencadeante sugerido seria a
irritacdo cronica promovida pela ponta do cateter na parede do vaso levando a
deposicao intraluminal de fibrina, especialmente nos momentos intermitentes de

normalizacdo da coagulagzo''®'%,

1.7.1.5.2 Infecgdes virais

As infecgbes virais sdo complicagdes potenciais do tratamento das hemofilias
especialmente com concentrados derivados de plasma. Exemplos importantes de
contaminacgao viral sdo os virus HIV, virus das hepatites B e C e o parvovirus B19. A
hepatite C € a principal causa de hepatite crénica e co-morbidade em pacientes com
hemofilia. Como o tratamento disponivel é eficaz em apenas 70% dos casos, muitos
pacientes evoluem para a fase final da doenga hepatica'®'. Outra prevalente co-
morbidade em pacientes com hemofilia & a infeccdo pelo HIV'?2 e que causou uma
grande devastacao na populacado de pacientes com hemofilia. Outro exemplo de
contaminacao viral € parvovirus B19, um virus sem envoltério lipidico, para o qual as

técnicas de inativacao viral sao ineficazes'#'%.
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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 geracao de anticorpos anti FVIII que neutralizam
a atividade procoagulante do FVIII infundido. Por esta razao, estes anticorpos sao
chamados de inibidores do FVIIl. Eles sao diagnosticados a partir de uma subita
auséncia de resposta a terapia de reposicao do FVIII e podem ser quantificados por
meio do ensaio de Bethesda que avalia a capacidade de neutralizagao do FVIII do
plasma normal. Uma unidade Bethesda (UB) & definida como a quantidade de
inibidor que neutraliza 50% do FVIII normal do plasma ap6s duas horas de
incubacdo a 37°C'?.

A presenca do inibidor representa um desafio para o manejo clinico, uma vez
que pacientes com inibidor tém maior morbidade, sao refratarios a infusdo de
concentrados de FVIIlI, apresentam hemorragias mais graves e necessitam de
tratamento com produtos mais onerosos’'°.

Existem varios fatores de risco genéticos e ambientais considerados como
preditores do desenvolvimento de inibidores (Tabela 2), sendo o tipo de mutagao
relacionada a hemofilia um dos fatores preditores mais importantes. Como exemplo,
observa-se que pacientes com grandes delegbes possuem um risco de 40% de
desenvolverem inibidores, contra um risco de 5% para pacientes com mutacdes de
sentido trocado e de 15% para pacientes com pequenas delecdes'?” %

Estudos correlacionando o desenvolvimento de inibidores e os tipos de
mutacdo demonstraram que mutagdes com troca de aminoacidos e pequenas
delegdes exibiram baixa prevaléncia de inibidores (cerca de 5%)'?°. Em contraste,
grandes delecbes, mutagcdes sem sentido e a prevalente inversdo do intron 22 se
associaram a maior prevaléncia (7-10 vezes) de inibidores™’. Resultados
semelhantes foram demonstrados ao estabelecerem a correlacao entre aspectos
gendtipo-fenotipicos e o desenvolvimento de inibidores. Além destes, mutagcdes na
cadeia leve do FVIII parecem conferir maior risco de inibidores do que mutagées na

cadeia pesada’'.

A maioria dos inibidores em pacientes com hemofilia A
leve/moderada ocorre em associagcdo com mutacdes de sentido trocado nos
dominios A1 e A2 (entre os residuos 482-501) e na juncdo C1-C2 do FVIII'*?, Estas
mutacdes estdo associadas com risco aumentado de inibidores em até 50%,

possivelmente ocasionado por mudanca de conformagdo da proteina'®'**. Em
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particular, algumas mutacdes sdao comumente associadas ao desenvolvimento de
inibidores em hemofilia A leve/moderada, sendo estas Arg593Cys, Arg2150His e
Trp2229Cys'*.

A histéria familiar da presenca de inibidores também é um importante fator de
risco preditor de desenvolvimento de inibidor. Uma informacao interessante € que o
risco diminui na mesma proporcdo em que diminui o grau de parentesco .

Imunogendtipos, incluindo haplétipos de MHC-II, polimorfismo nos genes que
codificam o antigeno 4 de linfocito citotoxico (CTLA-4), o fator de necrose tumoral
(TNFLile a interleucina 10 (/L-10) s&o relatados como possiveis preditores para o
desenvolvimento de inibidores™’. Um polimorfismo do tipo microssatélite presente
na regido promotora do gene da /L-10 (alelo 134) foi fortemente associado com o
desenvolvimento de inibidores. Pacientes com este alelo apresentam aumento da
secrecao de /L-10 e constituem fendétipo “alto secretor” que combinado com o fator
da coagulagao deficiente promove a expansao de clones especificos de linfocitos B
e o desenvolvimento de inibidores'?.

Finalmente, alguns grupos étnicos, como afro-descendentes americanos, e
hispanicos tém maior probabilidade para desenvolver inibidores. Nao se sabe se
estas diferencas observadas sao resultantes de polimorfismos na sequéncia
codificadora de F8 ou se devido as especificidades de imunogendétipos nestes
grupos étnicos. A analise de outros grupos étnicos ainda nao esta bem esclarecida e
necessitara de mais estudos'®.

Os fatores de risco ambientais também s&o condi¢cbes importantes para a
conducao clinica de pacientes com hemofilia. Fatores ambientais associados com
maior formacgéo de inibidores incluem principalmente a idade do paciente no inicio
do tratamento, o tipo de produto de FVIll usado, bem como seu modo de
administracdo, a intensidade do tratamento e o impacto de desafios do sistema

129,140

imune A forca de associagcao entre o desenvolvimento de inibidores e cada

um dos fatores citados é variavel de acordo com a literatura. Por exemplo, dados de
varios estudos sustentam que a idade da crianga na ocasidao da primeira
administracao de FVIII é inversamente associada com o risco de desenvolvimento

141,142

de inibidores Em contrapartida, outros trabalhos nao confirmaram esta

associacdo quando a idade foi analisada juntamente com fatores genéticos e/ou
outros fatores ndo genéticos, como a intensidade do tratamento'**"%°
Estudos controversos também sao observados quando confrontamos o tipo

de produto de FVIII e o desenvolvimento de inibidores. Analises realizadas, a partir
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de dois estudos retrospectivos, com pacientes nao 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)'*. Por outro lado,
dados de um segundo estudo retrospectivo demonstraram que o risco de
desenvolvimento de inibidores nao foi substancialmente menor nos pacientes
tratados com pFVIIl comparados com aqueles que receberam rFVIIIT,

Trabalhos que avaliaram a influéncia 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 inibidores'*®. Da mesma forma, estudos
que avaliaram o desenvolvimento de inibidores em pacientes com hemofilia A leve
revelaram que a incidéncia de inibidores foi cerca de quatro vezes maior nos
pacientes submetidos a terapia intensiva de reposicao’*°.

Embora a coexisténcia de doencas infecciosas e/ou imunizagcbes em
associacao com a infusdo de FVIII seja correlacionada com a ativagdo do sistema
imune e influéncia no desenvolvimento de inibidores, estudos que avaliaram
desafios do sistema imune no inicio da terapia de reposicdo ndo demonstraram
associacdo com maiores incidéncias de inibidores'?%14,

Além dos fatores ja citados, procedimentos cirurgicos também sé&o
considerados como fator de risco, considerando que a cirurgia induz um estado pro6-
inflamatério que aumenta a imunogenicidade do FVIII. Adicionalmente, pacientes
com hemofilia A, quando submetidos a qualquer procedimento invasivo, necessitam
de infusdo intensiva de concentrado de FVIII. O somatério destas duas condigdes,
estado pré-inflamatério e intensa exposicao ao FVIII, durante o periodo peri e pos-
operatorio poderia propiciar a perda da tolerdncia imunologica. De modo similar,
pacientes que sofreram traumas significativos, associados com grandes
sangramentos e ou dano tecidual também exibem um estado pré-inflamatorio.
Estudos clinicos que tém avaliado o papel da cirurgia em pacientes com hemofilia A
demonstram dados conflitantes. Um estudo retrospectivo demonstrou existéncia de
pequena associacdo entre cirurgia e formagao de inibidor'*’, e, por outro lado, um

estudo de caso controle, ndo observou esta associagao'*.
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Tabela 2. Fatores de riscos genéticos e ambientais que contribuem para a formacgao
de inibidores.

Fatores genéticos Fatores ambientais

Histéria familiar de inibidores Tipo de produto infundido
Imunogenatipos: IL-10 Cirurgia + exposicao ao FVIII
Imunogendtipos: TNFLE] Trauma + exposicao ao FVIII
Imunogenétipos: CTLA-4 Idade no momento da 12 exposicao
Imunogendtipos: Haplétipos MHCII Intensidade de exposicao
Etnicidade Processos Inflamatérios/infecciosos

IL, interleucina; TNFL:]fator de necrose tumoral [EICTLA-4, antigeno 4 de linfécito
citotoxico; MHCII, Complexo Maior de Histocompatibilidade de Classe Il. (Dados
compilados a partir de Astermark, 2006'%° e Chambost, 2010"%).

A erradicacao dos inibidores ocorre através da inducdo de tolerancia
imunoldgica ou tratamento de imunotolerancia (TIT), que € considerado o método de
escolha para a erradicacdo de inibidores'. Este método envolve repetidas infuses
de FVIIl em dosagens e frequéncias variadas'*?'**, dependendo do esquema a ser
utilizado. A taxa de sucesso do TIT é cerca de 60%-90%. O TIT é extremamente
dispendioso, podendo requerer varios anos de tratamento para se atingir a
tolerancia. Além disso, a questdo do acesso venoso pode complicar o tratamento ',
O tipo de mutacdo em F8 parece influenciar a eficacia da imunotolerancia, tendo
sido demonstrado que grandes dele¢cdes parecem reduzir a resposta ao
tratamento'®°.

Pacientes que desenvolveram inibidores ou pacientes em que a TIT nao foi
eficaz, dispdem de poucas opc¢des de tratamento para o controle das hemorragias.
Uma das op¢des, se o nivel de inibidor no sangue circulante é baixo, € a infusao de
grandes doses de FVIII, de tal modo que o inibidor seja titulado e que o FVIII
remanescente possa exercer seu papel na coagulacdo. Entretanto, usualmente,
observa-se que este efeito de saturacdo dos inibidores ocorre apenas por um
periodo pequeno de tempo. Da mesma forma, esta opgao de tratamento nao é viavel
para pacientes que apresentam altos niveis de inibidores no sangue, uma vez que a
infusdo de mais FVIII ativaria imediata resposta anamnéstica.

Outras duas opcbes para tratamento de hemorragias em pacientes com

inibidor € o uso de FVII recombinante ativado (rFVlla) que pode se complexar com
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FT e promover a geracao de trombina. Além deste, os agentes “bypassing”, tal como
o concentrado de complexo protrombinico parcialmente ativado (CPPA) também sao
usados'®.

Em pacientes com hemofilia A leve/moderada e mutagdes de risco para
desenvolvimento de inibidores, recomenda-se tratar os eventos hemorragicos com
desmopressina (1-deamino-8-D-ariginina vasopressina ou DDAVP). Este analogo da
vasopressina promove o aumento dos niveis plasmaticos do FVIII, do FVW e
também do t-PA tanto em individuos normais quanto em pacientes com hemofilia
leve™’.

O aumento dos niveis plasmaticos de FVIII promovido pela desmopressina &
bloqueado pelo uso de propanolol, sugerindo o envolvimento de receptores
adrenérgicos. Se a desmopressina atua em nivel de transcrigao, tradugao, secrecao
ou mesmo em sitios de estocagem é desconhecido, entretanto, considerando-se que
sua acao ocorre dentro de trinta minutos e que a transcricao de um gene tao extenso
como o F8 leva mais de trés horas, com base em uma taxa de quinze nucleotideos
por segundo, € provavel que a acdo da desmopressina ocorra em nivel pos-
traducional’®®. Independente da exata elucidagdo do mecanismo e sitio de agao o
uso desta droga minimiza as infusées de concentrado e, consequentemente o risco

de desenvolvimento de inibidores'®°.
1.7.1.6 Aspectos genéticos da hemofilia A

A hemofilia A é uma doenga monogénica classica com padrao de heranca
recessivo, ligada ao cromossomo X . Portanto, afeta quase exclusivamente homens
e muito raramente mulheres. Os homens possuem um Uunico alelo e as mulheres
possuem dois alelos. Homens com um alelo defectivo (hemizigose) terdo a doenca,
enquanto mulheres com um unico alelo defectivo (heterozigose) serdo portadoras
(geralmente assintomaticas), com 50% de probabilidade de transmitir o alelo
anormal ao seu filho(a) (Figura 8). Ja as mulheres com ambos os alelos defectivos

(homozigose) manifestarao a doenga, embora esta situacao seja muito rara'®%'®"’
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Figura 8. Representacdo do padrao de herangca da hemofilia. (1) prole de um
individuo com hemofilia com mulher normal; (2) prole de mulher portadora com
individuo normal; (3) prole de mulher com hemofilia com individuo normal; (4) e (5)
prole de um casal normal demonstrando a ocorréncia de mutagdo de “novo” com
nascimento um caso de hemofilia (4) ou de uma portadora (5) por ocorréncia de
moisacismo germinativo ou somatico. Individuos em azul sdo normais (XX, XY),
individuos em vermelho sdo afetados (X"Y , X"X" ) e individuos mesclados de
vermelho e azul sdo portadores (X"'X). (Dados compilados a partir de Peyvandi et
al.,2006'%".

Assim como as demais doengas recessivas ligadas ao X, a taxa de mutacgao
em hemofilia é alta (4,2 x 10°) e a permanéncia da doenca na populagdo resulta do
equilibrio entre a perda de genes afetados e o ganho de novas mutagdes'®?. Além
disso, estudos de casos esporadicos de hemofilia A demonstraram que a taxa de
mutacao é ainda dependente do tipo de mutagdo. A inversao do intron 22 ocorre
cerca de 15 vezes mais em células masculinas que femininas. Da mesma forma,
Mutacbes pontuais originam-se cerca de cinco vezes mais em células germinativas
masculinas. Especula-se que esse efeito resulte da metilacdo dos gametas, mas
também do alto numero de células em divisdo durante a espermatogénese
comparada a ovogénese. Em contraste, delecbes dentro do gene do FVIII ocorrem
mais frequentemente em células germinativas femininas. Neste caso, as delecbes

sao explicadas por erros de recombinacao, favorecidos pelo pareamento homélogo
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dos cromossomos X'®3. Este cendrio explica a heterogeneidade alélica, o alto
percentual de casos esporadicos e a variabilidade de muta¢des independentes em
familias distintas'®*.

Desta forma, cerca de um terco dos casos de hemofilia recém diagnosticados
nao possuem histéria familiar prévia da doenca'®®. Estes casos sdo explicados pela
ocorréncia de alteragbes espontaneas que podem ocorrer em duas situagdes: (1)
durante a gametogénese de um dos progenitores. Neste caso a alteracdo genética
ocorre em uma das células da linhagem germinativa e persiste em todos os
descendentes clonais da mesma e em uma proporgao dos gametas. Esta situacao
caracteriza o mosaicismo germinativo ou gonadal (Figura 9) e (2) durante os
primeiros estagios da embriogénese. Neste caso, a alteragcdo genética ocorre em
uma das células presentes nos estagios iniciais do embrido em formacéo e a mesma
€ repassada as demais células por meio de mitoses sucessivas. O resultado destas
alteracdes poés-zigoéticas é a coexisténcia de células normais e alteradas no mesmo
individuo, normalmente referidas como mosaicismo somatico, entretanto os
mosaicos podem ser germinativos e/ou somaticos dependendo do quanto precoce

foi a alteracdo genética e da linhagem celular envolvida'®'®® (Figura 10).
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Figura 9. Representacédo esquematica do mosaicismo germinativo em hemofilia A. A,
ovogénese demonstrando a ocorréncia de mutacao na segunda divisdo meibtica, B,
espermatogénese demonstrando a ocorréncia de mutagdo na segunda divisao
meiotica. (Dados compilados a partir de Leuer, 2001'% e Kasper, 2007'°")
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Figura 10: Representacdo esquematica do mosaicismo somatico em hemcofilia. A)
embriogénese de crianga do sexo masculino, B) embriogénese de crianga do sexo
feminino. Em ambos os casos € demonstrada a ocorréncia de mutagao nos estagios
iniciais da embriogénese. (Dados compilados a partir de Leuer, 2001"%® e Kasper,
2009°°%)

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 brago longo do
cromossomo X (Xg28), 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
distribuidos em 26 éxons e 25 introns que variam de 69 a 3106 pb e de 0,2 a 32,4
kilobases (kb), respectivamente. Toda a sequéncia do gene compreende
aproximadamente 9 kb de éxons e 177 kb de introns, que, juntos correspondem

aproximadamente 0,1% de todo o cromossomo X'”° (Tabela 3) (Figura 11).

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

Exon Tamanho (pb) intron 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 informacdes disponiveis em:

http://www.ensembl.org/index.html)

170

. pb, par(es) de base.
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Figura 11. Representacao esquematica da organizagao estrutural de F8 e FVIII. 1)
cromossomo X com bracos p e q; 2) F8 com representacdo dos éxons (em
vermelho) e introns (em azul); 3) mMRNA de F8; 4) Estrutura precursora do FVIII, 5)
estrutura primaria do FVIII, 6) detalhamento dos dominios quanto ao numero de
residuos de aminoacidos e sitios de clivagem; 7), FVIII apds a clivagem exibindo a
cadeia leve e pesada; 8) FVIII na forma de heterodimero; 9) FVIII complexado ao
FVW. b, bases; pb, pares de bases; PS, peptideo sinal; aa, aminoacidos; A1,A2,
A3,B, C1 e C2 identificam os dominios, a1, a2 e a3 identificam as regides acidas,
KDa, kilodaltons; Me*™*, metal bivalente; FVW, Fator de Von Willebrand. (Dados
compilados a partir de Lenting et. al., 1998'", Graw et al, 2005'%).
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Até o presente, ainda existe pouco conhecimento sobre a regulagcao
transcricional de F8. Entretanto, sabe-se que intracelularmente, o transporte do
mRNA do FVIII do nucleo para o citoplasma € bastante pobre e que existem regides
dentro da sequéncia codificadora do FVIII que atuam como inibidores transcricionais
ou mesmo como sequéncias silenciadoras' > .

A analise da regidao promotora revelou a presenca de “Cis-elementos” e de
fatores transcricionais envolvidos na regulagdo da transcricdo de F8. Sabe-se que
uma sequéncia de -1.175 a -9 anteriores a extremidade 5" apresenta dezenove sitios
para ligacdo a fatores de transcrigcdo, designados de A - S. Dentro desta sequéncia,
a regiao de -300 a -50 inclui os sitios A, B, C, D, e E necessarios para a maxima
expressao do gene. Nestes sitios interagem quatro fatores especificos do figado e
um fator ubiquo: Fator 1 nuclear do hepatécito (HNF-1) no sitio A, Fator nuclear
Kappa B (NF[B) no sitio B, Proteina Estimuladora de ligacdo Alfa e Beta
(C/EBPLR[G] na regiao proximal e distal dos sitios C e D e o Fator 4 nuclear do
hepatdcito (HNF4) no sitio E'™.

Adicionalmente, encontra-se uma sequéncia GATAA localizada a -200, que
demonstrou ndo ser essencial para a atividade promotora e o sitio inicial de
transcricao localizado a -170 (o ponto +1 refere-se ao sitio inicial de traducgéao),
implicando que o gene tem uma longa extremidade 5" ndo traduzida. A regidao que

flanqueia a extremidade 3" apresenta o sinal de poliadenilacdo'”® (Figura 12).
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Figura 12. Representacdo esquematica da regido promotora do gene do FVIII:
detalhamento da regido —1175 até —9 anterior a extremidade 5" do gene do FVIII.
Sitios para ligacao de fatores de transcricao (A até S), sendo que a regiao entre —
300 e -50 é responsavel pela maxima expressao do produto do gene. Fatores
transcricionais (HNF1, NfkB,C/EBPLILE HNF4) interagem com estes sitios. (Dados
compilados a partir de Figueiredo et al.,1995"* e McGlynn et al., 1996'"%).
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Algumas caracteristicas de F8 devem ser enfatizadas: a presenca de cerca de
70 ilhas de CpG, das quais 2% estdo em sequéncias codificadoras; o grande
tamanho do éxon 14 (3106 pb) que representa cerca de 40% da regido codificadora,
mas que codifica a parte funcionalmente menos importante da proteina, o dominio B
(Figura 11) e o grande tamanho do intron 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, ndo apresenta introns e é transcrito em direcao
oposta a F8. Ja F8B possui 2,5 kb e é transcrito na mesma direcao de F8, sendo
parcialmente sobreposto ao mesmo (éxons 23 - 26 de F8). As sequéncias de F8A e
da ilha de CpG formam uma regido de aproximadamente 9,5 kb denominada
inth22h-1. Essa regido possui duas coépias homoélogas (int22h-2 e int22h-3)
localizadas aproximadamente a 400 kb, na por¢ao telomérica do cromossomo x84
(Figura 13).

Exon 22 <« L
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Figura 13. Representacdo esquematica da regiao do intron 22 do gene do FVIII. A)
detalhamento da regido do intron 22, mostrando ilha de CpG e as regides
correspondentes aos transcritos adicionais F8A e F8B; B) seqiiéncias homoblogas
presentes dentro e fora de F8 estado identificadas e sinalizadas em verde (int22-h) e
amarelo (int1h) (externas a F8). (Dados compilados a partir de Bowen, 2002%).

Existe uma segunda regido homodloga envolvendo sequéncia intra e
extragénica em F8. Esta regido, de aproximadamente 1 kb presente no intron 1,
denominada int1h1, possui uma regido homoéloga extra-génica localizada a

aproximadamente 140kb, na porgcao telomérica do cromossomo X. Essa cédpia
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extragénica € denominada int1h2. Estas regiées de alta homologia funcionam como
sitios de recombinagcdo homodloga e determinam rearranjos intragénicos cuja
importancia sera situada mais adiante'’®% .

Outra caracteristica importante de F8 & seu baixo niumero de polimorfismos.
Em recente apresentacdo da sequéncia do genoma humano, dois genomas
hapléides escolhidos aleatoriamente apresentaram em média a diferenca de 1
base/1250 bases'’”.

Com esta relacao, o numero de polimorfismos esperado para F8 seria de
aproximadamente 144. Entretanto, este numero € considerado superior se
comparado ao numero de polimorfismos detectados até entdo. Os polimorfismos
observados em F8 sao de dois tipos: SNPs (polimorfismo de base unica) e VNTRs
(sequéncias de numero variavel de repeticbes em tandem). Essas variagdes tém
relevancia clinica no contexto de desordens hereditarias, uma vez que podem ser
usadas para rastrear um gene defectivo em uma familia afetada. Entretanto, devem-
se levar em consideracao as diferencas nas frequéncias de alelos entre populagbes
distintas, pois loci de grande interesse diagnéstico podem diferir de acordo com a

etnia da populagao, assim como o desequilibrio de ligagao®.
1.7.1.7.2 O transcrito do gene do FVIII - RNA mensageiro

Em humanos, o sitio primario de expressdao do FVIII é o figado, mais
precisamente os hepatocitos. Entretanto, o RNA mensageiro para o FVIII ja foi
detectado em outros tecidos, incluindo baco, rim, nédulos linfaticos e placenta’’®.

O transcrito de F8 tem 9048 bases e compreende uma curta regido 5" nao
traduzida (171 bases), uma fase de leitura aberta (7056 bases) e uma longa

extremidade 3“ (1821 bases) nao traduzida'’® (Figura 11).
1.7.1.7.3 A proteina FVIII

O FVIII é traduzido como uma proteina precursora de cadeia Unica contendo
2.351 residuos de aminoacidos. Durante o processo de translocagéo pelo reticulo
endoplasmatico, os 19 residuos de aminoacidos, referentes ao peptideo sinal sao
removidos, resultando em uma proteina madura de 2.332 residuos de
aminoacidos'®. A estrutura primaria do FVIII & constituida de uma proteina

precursora de cadeia Unica com aproximadamente 300 KDa (kiloDalton)'®'. A
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andlise da estrutura primaria do FVIII mostrou que os 2332 residuos desta
glicoproteina sédo organizados na forma de dominios distintos representados pela
estrutura NH,-A1-A2-B-A3-C1-C2-COOH " (Figura 11).

Os dominios “A” sao interconectados por curtas sequéncias espacadoras
denominadas a1, a2 e a3, constituidas por aglomerados de residuos de Aspartato
(Asp) e glutamato (Glu). A regido acida a1 conecta o dominios A1 ao dominio A2, a
regido acida a2 conecta o dominios A2 ao dominio B e a regido acida a3 conecta o

3183

dominio B ao dominio A3'"°. Os trés dominios “A” possuem aproximadamente 30%

de homologia entre si e, além disso, apresentam homologia com seqiiéncias dos
dominios “A” do FV e com dominios “A” da ceruloplasmina'841%.

O dominio B nao exibe nenhuma homologia significante com qualquer outra
proteina conhecida e parece ser dispensavel para a atividade coagulante in vitro,
pois a delegcdo do dominio B resulta em uma molécula cuja atividade de cofator é

absolutamente normal'®17".

O dominio B é constituido por 908 residuos de
aminoacidos codificados pelo grande éxon 14. Além disso, € altamente glicosilado,
contendo 19 dos 25 potenciais sitios de N-glicosilacdo. Embora sua funcao seja
desconhecida, estudos mais recentes tém mostrado que este dominio desempenha
um papel principal no processamento e trafico intracelular'®" 18,

Os dominios C1 e C2 estao localizados na regiao C-terminal da cadeia leve
do FVIII e também s&o estruturalmente relacionados entre si. Além disso, estes
dominios apresentam homologia com sequéncias do dominio C do FV, e mostram

by

similaridades com familias de proteinas semelhantes a discoidina (familia de
proteinas que expressam propriedades de ligagao a fosfolipides)'8%'%.

Sao ainda relatadas similaridades estruturais com sequéncias da proteina de
membrana de glandulas mamarias de humanos e camundongos'®, com sequéncias
de uma molécula de adesao de célula neuronal encontrada em Xenopus laevis'® e
com sequéncias de um receptor de tirosina-quinase encontrada em carcinoma de
estdomago'®.

Por fim, a comparacao de seqiiéncias do FVIII de humanos, murinos, caninos
e suinos revelou alto grau de homologia entre as quatro espécies, exceto para o
dominio B que é menos conservado. A maturagao e a secregao do FVIII recém-
sintetizado envolvem varias interagdes proteina-proteina e diversas modificacbes
pos-traducionais'®.

Ainda no reticulo endoplasmatico, a proteina recém sintetizada sofre intensas

modificagées pds-traducionais, incluindo a adicdo de oligosacarideos e a formacéao
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de ligacbes de dissulfeto. Uma imunoglobulina do tipo chaperona, proteina de
ligagdo a imunoglobulina (BIP), nativa do lumem do reticulo endoplasmatico, liga-se
a uma significativa porcéo do FVIII e sua liberagado esta condicionada a altos niveis
intracelulares de ATP e a atividade de AtPase da BIP. O FV, estruturalmente
homolégo ao FVIII é altamente glicosilado, mas nao € capaz de se ligar a BIP e é
secretado em niveis de 5-10 vezes mais elevados'®®.

Duas outras chaperonas localizadas no limem do reticulo endoplasmatico
foram recém caracterizadas, a calnexina e calreticulina. Estas proteinas associam-se
transitoriamente a glicoproteinas soluveis e de membrana durante o dobramento e
montagem das subunidades das proteinas. Sabe-se que a calreticulina interage
tanto com o FVIII quanto com o FV. Entretanto, a calnexina interage com o FVIII,
mas ndo com o FV'%®. Estes achados podem esclarecer quanto ao papel do dominio
B do FVIII, que, devido ao elevado nivel de N-glicosilacdo permite uma eficiente
interacdo da calnexina e determina um efeito positivo na secrecao de FVIII para o
espaco extracelular'®"1%,

A clonagem posicional de um gene responsavel pela deficiéncia combinada
de FVIII e FV permitiu a identificacdo de uma proteina importante para a eficiéncia
da secrecgéo do FVIII. Mutagdes no gene ERGIC-53 determinam niveis reduzidos em
5-30% do valor normal, tanto de FV quanto de FVIIl. A proteina ERGIC-53 é
encontrada em um compartimento intermediario do reticulo endoplasmatico e tem
um importante papel no transporte de um seleto grupo de glicoproteinas por meio de
uma via de secregédo'%92%,

Apo6s o processamento no reticulo endoplasmatico, o FVIII € encaminhado
para o aparato de Golgi. Dentro deste, o FVIII é clivado por proteases que atuam em
sitios especificos do dominio B (Arg™®'! / Ala™'%; Arg'®*® GIu'®*). Estas clivagens
dividem a molécula de FVIIl em duas porcdes: a cadeia pesada N-termimal de 210
kDa constituida pelo dominio A1, A2 e fragmentos heterogéneos do dominio B e a
cadeia leve C-terminal de 80 kDa, constituida pelos dominios A3, C1 e C2. Além das
clivagens proteoliticas, ocorre ainda no aparato de Golgi, a sulfatacdo de seis
residuos especificos de tirosina da cadeia leve e da cadeia pesada e a adigdo de
oligossacarideos (galactose, fucose e acido sialico), resultando na secregcao de um
heterodimero dependente de metais bivalentes, especialmente o calcio®".

Na circulacao, o FVIII circula na forma de um heterodimero é complexado ao
FvW na proporcédo de uma molécula de FVIII para cada cinquenta monémeros de

F vW. O FvW atua como carreador do FVIII durante sua secregéo e circulagdo no
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plasma. A interacao entre estas duas proteinas ocorre através de sitios especificos:
272 residuos de aminoacidos da regidao amino-terminal do FVW e a cadeia leve do
FVIII. Além destes sao também importantes para a interagdo, um grupo de residuos
de aminoacidos presentes na por¢cao N-terminal do dominio A3 do FVII
(Glu'*°/A1a"%%), a sulfatagao do residuo de Tyr'®°, que parece ser critico para a alta
afinidade entre FVIII e FYW e regiées do dominio C2 (residuos 2303-2332). A meia-
vida do FVIII no plasma quando associado ao FVW é de 12 a 15 horas. Entretanto, o
FVIII ndo complexado tem uma meia vida estimada de apenas 37-160 minutos. A
interacdo do FVIIIl com o FVW protege o FVIII da inativagéo protéica pela PC ativada,

da clivagem do FXa e inibe a ligacdo do FVIIl a FL e a plaquetas ativadas®®,
1.7.1.7.4 O papel fisioldgico do FVIII

O FVIII humano é uma glicoproteina ndo enzimatica que se encontra dispersa
no plasma e desempenha um papel fundamental no processo de coagulacao. Neste,
o FVIII é ativado pela trombina e pelo FX. Ambas as proteases clivam a molécula de

32 & Arg’® da cadeia pesada e Arg'®® da cadeia leve. Estas

FVIII nas posi¢cdes Arg
clivagens resultam em dois fragmentos A1-A2 e A3-C1-C2 que permanecem
associados por meio de interacdes eletrostaticas entre o dominio A1 e A3. A
ativagao do FVIII reduz drasticamente sua afinidade com o FvW e leva a uma rapida
dissociacdo do complexo?®.

Apds a dissociacdo, o FVIII adquire alta afinidade para fosfolipides 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 conversao da protrombina em trombina, que convertera fibrinogénio em fibrina.
Uma vez que o FVllla tenha desempenhado seu papel na cascata da coagulacéo,
ele é rapidamente inativado. O mecanismo exato desta inativacdo em condi¢des
fisiologicas ainda é desconhecido. Entretanto, a PC ativada cliva a cadeia pesada do
FVllla nas posicoes Arg>**/Met®*” e Arg®®?/Gly*®* em uma reacéo que requer a PS e

a regiao carboxi-terminal do dominio B do FV2%.
1.7.1.8 As bases moleculares da hemofilia A

Nos ultimos anos, devido ao progresso nas areas da biologia e bioquimica,

ocorreram grandes avangos no entendimento da hemofilia A, em especial de suas
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4% o o advento das técnicas de PCR

02077

bases moleculares. A clonagem do F8 em 198

(“polymerase chain reaction”)?®

e sequenciamento no final dos anos 8
permitiram a identificacdo dos defeitos moleculares em grande parte dos pacientes
com hemofilia dos paises desenvolvidos. Em consequéncia, inUmeras mutacdes
associadas a doenca foram descritas. Alguns bancos de dados reinem informacgdes
a respeito dos defeitos moleculares na hemofilia A, dentre eles o HADB?%® —
“Hemophilia A Mutation Data Base and Factor VIII resource Site” e 0 HGMD?* —
“The human Mutation Data Base”. Os dados moleculares compilados sobre a
hemofilia A comprovam a grande heterogeneidade de alteracbes genéticas

associada a doencga (Tabela 4).

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

ALTERACAO GENETICA BANCO DE DADO

(tipo de mutagao ou regiao) HADB HGMD
Mutag¢ao sem sentido /sentido trocado 714(58,4%) 1218(60%)
Mutacao em sitio de processamento 95(7,7%) 140(6,8%)
Mutacao em regiao promotora NR 4(0,2%)
Pequenas delegdes 197(16,1%) 325(16%)
Pequenas insergoes 80(6,5%) 96(4,7%)
Insercbes+delegbes NR 24(1,8%)
Grandes delecgdes 135(11%) 189(9,3%)
Grandes insergbes NR 21(1,0)
Rearranjos complexos NR 12(0,6%)
TOTAL 1221 2029

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

O HADB, o maior banco de dados sobre hemofilia de livre acesso,
disponibiliza a listagem de alteracbes genéticas publicadas, dados fenotipicos,
modelos moleculares, métodos para o rastreamento de mutagdes, lista de
polimorfismos e uma revisao sobre a patologia molecular da doenca. Este banco de

dados lista atualmente 1.221 alteracbes genéticas associadas a hemofilia A
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envolvendo substituicbes, delecdes e insercdes distribuidas pelo gene. Ja o banco
de dados HGMD, um banco privado, de acesso parcialmente livre e que conta com
atualizagbes trimestrais, lista atualmente 2029 alteragbes genéticas associadas a
hemofilia A. Dentre as alteracbes genéticas relacionadas a hemofilia A, as
alteragcdes de sentido trocado e as alteragbes sem sentido sdo as mais
representativas, seguidas das delecées e das insergoes?%82%°,

Ainda com relacao as alteragdes genéticas, dois rearranjos cromossémicos
especificos sao relevantes, a inversao do intron 22 e a inversao do intron1, uma vez
que sao prevalentes em casos de hemofilia A grave. Ambos os rearranjos impedem
a formacao completa do mRNA do F8 e, consequentemente, resultam na auséncia

da proteina, o que conduz a hemofilia A grave?'°.
1.7.1.8.1 Inversao do intron 22

A inversao do intron 22 resulta da recombinacdo homologa entre a sequéncia
int22h1 e uma das cépias extragénicas (int22h2 ou int22h3) localizadas a 400-500
kb na porgcao telomérica do cromossomo X. A propensao a este evento de
recombinacdo deve-se a homologia observada entre essas sequéncias, que é
superior a 99%. Dependendo da copia extragénica envolvida no evento de
recombinacao, dois tipos principais de inverséo sao reconhecidos. A inversao do tipo
1 envolve a cépia distal (int22h3) e a inversao do tipo 2 envolve a cdpia proximal
(int22h2) (Figura 14). Esta inversdo ocorre quase exclusivamente na meiose
masculina e este fato é explicado pela auséncia do segundo cromossomo X, fato
que facilita o processo de inversao durante a meiose. Estudos desta populacao
normalmente demonstram frequéncias em torno de 45% dos casos graves de
hemofilia, entretanto variacées nesta prevaléncia tém sido observadas em alguns
paises®' %2 (Tabela 5).
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Figura 14. Representacao esquematica das inversdées dos introns 1 e 22 de F8. A,
representacdo esquematica de F8 juntamente com a porcdo telomérica do
cromossomo X, “a” e “b” (barras amarelas) representam as copias homélogas int1h-
1 e int1h-2, respectivamente; “c”, “d”, e “e” representam as cdpias homologas int22h-
1, int22h-2 e int22h-3, respectivamente. B, representacdo esquematica da inversao
do intron 1. C, representacdo esquematica da inversédo do intron 22 do tipo 1. Tel,
teldmero; Cen, centromero. (Dados compilados a partir de Lakich et al, 1993?"" e
Bagnall et al., 2002%"%).
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Inicialmente, postulou-se que regides int22h-2 e int22h-3 tivessem a mesma
orientacdo, as duas contrarias a int22h-1 considerando que ambas participavam dos
eventos de recombinagao®'*. Novos dados de sequenciamento do cromossomo X
humano comprovaram que int22h-1 e int22h-2 tém a mesma orientacao, mas int22h-
3 tem orientacao oposta em relagéo a Int22h-1 e int22h-2. As regibes int22h-1 e
int22h-2 formam a parte interna dos bragos de um palindromo imperfeito com um
loop central Unico de 67,3 kb e bragos de 50,5 kb, onde int22h-2, fica no bragco
centromérico. Considerando a disposicdo das coOpias acima no cromossomo X, a
ocorréncia de inversao de int22h-1 com int22h-2, ocorreria mediante recombinacao
intracromossomal entre int22h-2 e int22h-3, de modo que as cdpias extragénicas
invertessem de posig¢ao. Assim, int22h-2 estaria inversamente orientado em relagao
a int22h-1, favorecendo a inversao entre essas duas regides. A necessidade de
ocorréncia de dois eventos de recombinacgéo é condizente com o fato da inversao do

tipo 2 ser cinco vezes mais rara que a inversao do tipo 12'°.

1.7.1.8.2 Inversao do intron 1

A inversao do intron 1 envolve a recombinagdo homoéloga entre uma regiao
de 1.041 pb situada no intron 1 (int1h1) e uma regido extragénica (int1h2) situada a
aproximadamente a 140 kb na por¢ao telomérica do cromossomo X, entre os genes
BRCC3 (BRCA1/BRCA2-containing complex, subunit 3) e VBP1 (von Hippel-Lindau
binding protein 1). Apesar da inverséo, € observada a transcricdo 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 diferenca de um Unico nucleotideo entre elas'’®?". A prevaléncia da

inversao do intron 1 & variavel de acordo com a populagao estudada?'®. (Tabela 5).

Tabela 5: Estudos representativos da inversao do intron 1 e intron 22 em casos de
hemofilia A grave.

Populacao N° Inversdo  Frequéncia Inversdo Frequéncia Ref.
casos Intron 22 % Intron 1 %

Europa

Albania 19 2 10,5 0 0 217

Bulgaria 40 19 47.5 0 0 218

Rep. Tcheca 162 - - 7 43 219

Eslovaquia 44 22 50,0 - - 220
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Franca 241 NA 46,0 NA 1,0 221

Franca 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
Italia 293 - - 5 1,7 225
Italia 20 - - 4 5,0 226
Italia 874 451 52,0 19 2,0 227
Italia 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
Eslovénia 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 59 235
Asia

Anatolia 61 - - 0 0 236
india 80 35 43,8 3 3,8 237
Iran 124 49 39,5 2 1,5 238
Japao 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 41 (*)
México 31 14 45,2 0 0 210
Oceania

Nova Zelandia 26 14 54,0 3 11,0 244

(*) presente estudo.

1.7.1.8.3 Outras interagbes genéticas

Apesar do grande volume de informagbes sobre as bases moleculares da
hemofilia A, existe um percentual de cerca de 2% dos pacientes cujo diagnéstico
molecular ndo é estabelecido, mesmo usando as abordagens mais avancadas para
a analise do gene. Isto pode ser decorrente de mutagdes que estdo presentes em

regibes nao codificadoras ou ser decorrente de pacientes que ndo possuem
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mutagdo associada ao F8*°%* E possivel que haja participagdo de outros genes
como, por exemplo, no caso dos genes LMAN1T (“lectin, manose binding 1”7, também
conhecida como ERGIC53) e MCFD2 (“multiple coagulation factor deficiency 2
protein”) responsaveis pelo transporte intracelular do FVIII do reticulo
endoplasmatico para o aparato de Golgi. Defeitos destas proteinas resultam em
deficiéncia combinada de FV e FVIII da coagulagao®*’.

Diversas proteinas interagem com o FVIII na circulagdo. Uma das mais
importantes € o FYW. O FYW é uma glicoproteina multimérica que desempenha duas
principais fungdes na hemostasia: (1) ela participa da hemostasia primaria quando
atua como um mediador para a interacdo entre as glicoproteinas da superficie
plaquetaria e a parede do endotélio, no sitio de injuria vascular e, (2) participa da
hemostasia secundaria quando atua como proteina carreadora do FVIII,
aumentando sua meia vida®*®.

Considerando sua fungdo na hemostasia secundaria, € facil compreender que
a deficiéncia do FVYW resulta em uma correspondente diminuicao dos niveis de FVIII
e em quadros clinicos similares aqueles observados em pacientes com hemofilia A.
Dos diversos subtipos clinicos (tipos 1, 2A, 2B, 2M, 2N) da DvW, o sub-tipo 2N é a
unico que decorre da reducao da interacado entre o FVW e o FVIII devido a mutacdes
nos dominios D“ ou D3 do Fvw?*°. Homozigotos ou heterozigotos compostos, para
essa condigdo, apresentam redugdo dos niveis de FVIII no plasma e podem
eventualmente serem diagnosticados como casos de hemofilia A leve ou moderada.
A analise desta variante é importante, sobretudo em pacientes cuja analise
molecular para hemofilia A mostrou-se negativa para mutacées em F8>°.

Outra questdo a ser pontuada quanto a mutacbes em outros genes diz
respeito a fatores que podem influenciar o fenétipo da hemofilia. Trabalhos recentes
mostraram que, pacientes que apresentam a mesma mutagao e niveis residuais de
FVIII similares, podem apresentar variagbes quanto ao padrdao de manifestacdes
hemorragicas®®'. Dentre as possiveis explicagdes para a variabilidade fenotipica
observada em pacientes com hemofilia citam-se principalmente a coexisténcia
mutacdes protrombéticas, tais como o fator V de Leiden, mutagées no gene da
protrombina G20210A, no gene da metilenotetrahidrofolato redutase, a deficiéncia
de PC e PS?*225% Além destes, a co-heranga de polimorfismos que afetam o sistema
de coagulagdo também sao reportados como moduladores da variagao fenotipica

relacionada a hemofilia®>*. Ha ainda trabalhos recentes que associam a variabilidade
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fenotipica a diferencas da farmacocinética do FVIII infundido nos pacientes. Estes

fatores podem minimizar a gravidade clinica da hemofilia A%
1.7.1.9 Implicagdes do diagnoéstico molecular das hemofilias

O diagnéstico molecular determina com precisdo a causa da hemofilia A. Os
dados advindos dessa determinacao disponibilizam potenciais informagbes quanto
as caracteristicas da doenca, riscos de recorréncia, modalidades de transmissao
genética, arsenal diagnéstico pré e pés-natal, assim como suporte psicolégico e
emocional. Possibilitando, portanto a estruturacdo de um amplo programa de
aconselhamento genético/orientacdo familiar?>®2%",

O conhecimento de mutag¢des naturais pode ainda levar a uma compreensao
mais aprofundada das relagbes estruturais/funcionais do FVIIl. bem como a uma
melhor compreensao da relacdo gendtipo-fenotipica da doenga 2°% 259260

Segundo recomendacgdes da UKHCDO (“United Kingdom Haemophilia Centre
Doctors' Organisation”), o diagnéstico molecular da hemofilia A deve ser realizado
em todos os pacientes acometidos pela doenca. A analise genética € um
requerimento basico para determinar com confiabilidade o perfil genético de
mulheres relacionadas com individuos acometidos por hemofilia e, ainda, conhecer a
influéncia do efeito da lionizagdo nos niveis FVIII de mulheres sabidamente
portadoras®.

No Brasil, os estudos de caracterizacdo molecular das hemofilias sao
escassos. Dentre os poucos estudos existentes, destacam-se aqueles de frequéncia
genética e de expectativa de vida®'?%?, deteccao de polimorfismos em individuos

3

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

Polymorphism”)%*

, analises de inversdes por “Southern blotting” e reagcdo em cadeia
da polimerase (PCR) associada a técnica de SSCP?**?*® ¢ estudo de portadoras por
meio de analise de repeticdes em tandem e de marcadores polimérficos?®. Estudos
mais recentes incluem o desenvolvimento de peptideos sintéticos para a
neutralizagao de anti-FVIII**’ e a analise de inibidores em pacientes com inversdes
do intron 1 e 222°.

Em paises desenvolvidos, especialmente os europeus, o diagnostico
molecular é ofertado a todos os pacientes com hemofilia A. Esta disponibilidade
diagnéstica permitiu a elucidacdo de grande heterogeneidade de alteragcbes

genéticas, mesmo considerando a homogeneidade étnica das populagdes
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estudadas. Embora a realizacdo de diagnéstico molecular para a hemofilia A nao
seja ainda uma pratica de rotina no Brasil, nossa populacdo tem origem étnica
diversificada, resultante da miscigenacdo de europeus, africanos, asiaticos e
indigenas. Isso torna nosso grupo de estudo particularizado e distinto quanto a
possibilidade de descricdo de novas alteragdes genéticas e, por conseguinte,

permite melhor compreensao 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 populacido de
pacientes atendidos no HEMOMINAS.

2.2 Objetivos especificos

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

- Realizar levantamento do perfil sorolégico para doengas virais dos pacientes com

hemofilia A grave;

-Estabelecer a correlagdo entre o gendétipo da hemofilia A e o desenvolvimento de

inibidores;

-Correlacionar o perfil soroldégico para doencas virais com o desenvolvimento de

inibidores.
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3 Metodologia

3.1 Delineamento Experimental

ELABORAGCAO DO PROJETO

r SUBMISSAOAOS COMITES DEETICAEM PESQUISA 1

FUNDACAO CENTRO DE HEMATOLOGIAE CENTRO DE PESQUISA
HEMOTERAPIADE MINAS GERAIS RENE RACHOU

APROVACAODOPROJETO

LEVANTAMENTO DE PRONTUARIOS MEDICOS

-

SELECAODE GRUPO DE PACIENTES COMHEMOFILIAA GRAVE

! 8

CONVITE DOS POSSIVEIS PARTICIPANTES

:

CARTA-CONVITE PESSOALMENTE TELEFONE

8

FORMAGCAO DO GRUPO DE ESTUDO

COLETADE AMOSTRA
BIOLOGICA

AVALIACAO
CLINICA

EXTRACAO DE DNAGENOMICO

ANALISE DAINVERSAO ANALISE DAINVERSAO
DO INTRON 1 DO INTRON 22
ANALISE DAS DEMAIS
MUTACOES

DADO MOLECULAR

!

LEVANTAMENTO DE
PRONTUARIOS
MEDICOS

PERFILDE * PERFIL
INIBIDORES SOROLOGICO

DADQ CLINICO

ANALISE ESTATISTICA

Figura 15: Estruturagdo esquematica da metodologia desenvolvida no trabalho.
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3.2 Elaboracao do projeto

O projeto “Caracterizacdo Molecular da Deficiéncia Hereditaria de Fator VIli
em Pacientes Hemofilicos do Estado de Minas Gerais” foi elaborado Pela Dra Suely
Meireles Rezende, na ocasiao a frente do Servico de Pesquisa da Fundacgéao Centro
de Hematologia e Hemoterapia de Minas Gerais (HEMOMINAS). O presente projeto
contou com o apoio financeiro da Fundagcdo de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais
(FAPEMIG).

3.3 Submiss&o aos Comités de Etica

O projeto “Caracterizacdo Molecular da Deficiéncia Hereditaria de Fator VIII
em Pacientes Hemofilicos do Estado de Minas Gerais” foi submetido primeiramente
ao Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Centro de Hematologia e
Hemoterapia de Minas Gerais sob o registro 099 e teve sua aprovacao mediante
expedicdo do Parecer Consubstanciado (anexo 6.2). Posteriormente, o mesmo
projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisas René
Rachou sob o numero de protocolo 04/2006 sendo sua aprovacao mediante

expedicao do Parecer n° 11/2007 (anexo 6.3).
3.4 Levantamento de prontuarios e selecao de pacientes

Os prontuarios médicos de 678 pacientes com hemofilia A atendidos nas
Unidades do HEMOMINAS foram analisados para a coleta dos dados laboratoriais
relativos a dosagem de FVIII dos pacientes que ao longo de sua evolugao clinica
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 clinica grave da hemofilia A)*°, foram
incluidos 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. Representacao esquematica das unidades de atendimento da Fundacéao
HEMOMINAS. Pontos vermelhos, Hemocentros; pontos amarelos, Nducleos
Regionais; pontos azuis, Agéncias Transfusionais.

3.5 Convite aos possiveis 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 propositos do estudo (Anexo 6.4). Outra forma de contato foi
realizada por meio de telefonemas aos pacientes ou responsaveis, em caso de
menores. Outra abordagem de contato foi realizada pessoalmente com os possiveis

participantes quando os mesmos eram atendidos na unidade.

3.6 Formacao 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 € 93
referenciados no Hemocentro de Belo Horizonte. Estes participantes, pertencentes a
122 familias nao relacionadas, foram esclarecidos quanto aos objetivos do estudo

por meio das informagdes contidas no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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(TCLE), segundo normas da Resolugdo 196/96 (anexo 6.5). O TCLE foi assinado
pelos participantes ou respectivos representantes legais. Em seguida, os
participantes foram encaminhados para avaliagao clinica realizadas pelas médicas
hematologistas, Dra. Suely Meireles Rezende e Dra. Denise Zouain, que compilaram
os dados clinicos de interesse em ficha de avaliacédo clinica (Anexo 6.6). Apds a

consulta, os pacientes foram encaminhados para a coleta de material bioldgico.
3.7 Coleta de amostra biologica

Foram coletadas amostras de 5-10 mL de sangue venoso em veia periférica,
anticoagulado com o sal tripotassico do acido etilenodiaminotetracético (K3EDTA) ou
citrato de soédio 3,2%. Foi utilizado o sistema de coleta a vacuo, segundo
Regulamento Técnico para funcionamento de Laboratérios Clinicos recomendada
pela Resolucado da Diretoria Colegiada (RDC) 302 de 13 de outubro de 20052,

Em paralelo a coleta de amostra biolégica dos participantes envolvidos no
estudo, foram coletadas 96 amostras de sangue (70 mulheres e 26 homens) nas
mesmas condi¢cdes citadas acima, para formacdo de um grupo controle normal.
Analises moleculares deste grupo seriam utilizadas para a discriminagdo entre
polimorfismos e mutacbes de sentido trocado, especialmente aquelas ainda nao

descritas.
3.8 Extracao de DNA

A extracdo de DNA foi realizada segundo metodologia estabelecida por
Bowen e Keeney, 2003%° Segundo este método, ocorre o isolamento de DNA
gendmico por meio da lise celular (Tris-HCI, pH 8,0 10 mM, sacarose 11%, MgCl;
5mM, Triton X-100 1%) seguida da lise nuclear (Tris-HCI pH 8,0 10 mM, EDTA 10
mM, citrato de so6dio 10 mM, SDS 1%) e da adicdo de 100 Ll de NaCl 6,0 M e de
500LiL] de cloroférmio. A mistura foi centrifugada para separagdo da fase aquosa e
posterior precipitacado com etanol absoluto.

O DNA obtido foi diluido em agua bidestilada, quantificado por
espectrofotometria no aparelho NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE,

USA) e armazenado a -20°C até o momento de realizagcado das analises moleculares.
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3.9 Analise da inversao do intron 1

Para a analise da inversao foi usada a técnica de PCR multiplex proposta por
Bagnall e colaboradores®'*. Esta técnica consta de duas reagdes independentes
para a analise da inversdo, uma para a amplificacdo de Int1h-1(cépia intragénica,
reacdo 1) e outra para a amplificacdo de Int1h-2 (cOpia extragénica, reacéo 2).
Quatro oligonucleotideos (9F, Int1h-2F, 9cR, Int1h-2R)*'* s3o usados para as
reacbes e, de acordo com a combinagdo dos oligos e padrao de amplificacao,
determina-se a presencga ou nao da mutagao.

Para a reacéo 1, os oligonucleotideos 9F, Int1h-2F e 9cR s&o combinados em
uma reagcao que resultara na amplificacdo de um fragmento de 1908 pb para
individuos sem a inversdo ou de um fragmento de 1323 pb para individuos com a
inversdao. Para a reacao 2, os oligonucleotideos 9F, Int1h-2F e Int1h-2R sao
combinados em uma reacgao que resultara na amplificacado de um fragmento de 1191
pb para individuos sem a inversao ou um fragmento de 1776 pb para individuos com
a inversao (Tabela 6).

Assim, o padrao eletroforético de um individuo sem a inversdao &€ um
fragmento de 1908 pb e outro fragmento 1191 pb, enquanto o padrao eletroforético
de um individuo com a inversdo € um fragmento de 1776 pb e outro fragmento de
1323 pb. O padrao eletroforético de mulher portadora é de 4 fragmentos: 1908 pb,
1776 pb, 1323 pb e 1191 pb (Figura 17).

As amplificagbes foram realizadas em termociclador (Mastercycler Gradient,
Hamburg, Alemanha). As reacdes de PCR constaram de um volume final de 25
contendo de 100-200 ng de DNA gendémico, 0,6 de cada olinucleotideo (IDT,
San Diego, CA, USA), 200 de cada dNTP‘s (Fermentas, Vilnius, Lituania), 1
unidade de Taq DNA polimerase, 1,5 mM de MgCl,, 20 mM de Tris-HCl e 50 mM de
KCI pH 8,4 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

As condi¢des de amplificacdo constaram de um ciclo inicial de desnaturagéo
de 7 minutos a 94°C seguidos de 30 ciclos de amplificacdo de 94°C por 30
segundos, 65°C por 30 segundos e 72°C por 2 minutos e uma etapa final de
extensao de 72°C por 5 minutos. As reagbes foram submetidas a 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 fotodocumentacido para gel de agarose (Kodak Electrophoresis

Documentation and Analysis System-EDAS 290, Kodak, Melville, NY, USA).
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Tabela 6. Descricdo dos oligonucleotideos?'*

analise da inversio do intron 1 de F8.

e padrées de amplificacdo para a

Oligonucleotideos para a analise da inversao do intron 1

Identificacao Sequéncia (53 N° de bases
9cR CTAGCTTGAGCTCCCTGTGG 20
9F GTTGTTGGGAATGGTTACGG 20
Int1h-2F GGCAGGGATCTTGTTGGTAAA 21
Int1h-2R TGGGTGATATAAGCTGCTGAGCTA 24
Descricado dos padrdes de amplificagéao
Reacao 1 2
Sequéncia amplificada Int1h-1(cépia Intragénica) Int1h-2 (cdpia extragénica)
Oligonucleotideos utilizados 9F, Int1h-2F ,9cR 9F,Int1h-2F,Int1h-2R
Amplificagado de negativos (9F/9cR)1908 pb (Int1h-2F/Int1h-2R)1191 pb
Amplificagcao de positivos (Int1h-2F/9¢cR) 1323 pb (Int1h-2R/9F) 1726 pb
Amplificagcao de portadoras (9F/9cR) 1908 pb (Int1h-2F/Int1h-2R)1191pb
(Int1h-2F/9¢cR) 1323 pb (Int1h-2R/9F)1726 pb

bp, pares de bases.

141Kb
Position in Reference
Sequence NT_167198.1

5,285 128"
5,285 034
5,283 994
5,293 928
s 5,184,001
5,153,360
5152320
5,152,004

intth-2R intth-2F E acR

A tel - [VBPT} il [BRCCI} 7/ Foexon 1l intih-1_ ~—! [FgexonZl+ cen
normal 94bp 1041bp 56bp {641bp | 1041bp ! 226bp
aaaaa gement 1191bp 1908bp

intth-2R 9F EJnt‘Ih-EF 9cR:
B tel . [VBPT— il r-a ~— {F8exon 1}/ BRCC3———{infih-271, ~——{F8exon 2} cen
intron 1 94bp 1041bp 641bp : 56bp 1041bp | 226bp

TverSion 1776bp 1323bp

Figura 17. Representacao esquematica da analise da inversao do intron1 de F8. A,
Xq28 localizagcao das cépias Int1h-1 e Int1h-2 e oligonucleotideos que amplificam a
int1h-1 e in1th-2 normal; B, Xq28, mostrando a localizagado das copias Int1h-1/2 e
Int1h-2/1 com inverséao; C, gel de eletroforese 1,5% mostrando os produtos de
amplificacdo resultantes da analise da inversdao do intron1 de F8: 1, marcador
(Perfect DNA™ Markers, 0,5-12kbp, Novagen, Gibbstown, USA); 2, branco; 3,
padrdao de amplificagdo de um individuo negativo para inversdo; 4, padrdo de
amplificagdo de um individuo positivo para a inversao; 5, padrao de amplificacao de
uma portadora da inversao. Ab: pb, pares de bases; Kb, kilobases; Cen, centrémero;
Tel, telémero. Fonte: Pio et al., 2010%7°.
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3.10 Analise da inversao do intron 22

Para detectar esta inversao foi utilizada a técnica de I-PCR (PCR inverso)
recentemente desenvolvida por Rossetti e colaboradores, 2005%"".  Trés
oligonucleotideos sdo usados em uma unica reagdo para a determinagdo da
inversdao do intron 22 (tipo 1 e tipo 2) e de acordo com a combinacdo dos
oligonucleotideos e padrdao de amplificacdo, determina-se a presenca ou nao da
mutacao, além do estado de portador (Tabela 7).

Tabela 7. Oligonucleotideos e padrées de amplificagdo para a analise da inversao
do intron 22 de F8.

Oligonucleotideos para a analise da inversao do intron 222"

Identificacéo Sequéncia (5-39 N° de bases

U CCTTTCAACTCCATCTCCAT 20

ID ACATACGGTTTAGTCACAAGT 21

ED TCCAGTCACTTAGGCTCAG 19
Descricao dos padrbées de amplificacao

oligonucleotideos IU, ED, ID

Amplificacdo dos negativos (IU/ID) 487 pb

Amplificagado dos positivos (IU/ED) 559 pb

Amplificagao de portadoras (IU/ED) 457 pb / (1U/ID) 559 pb

bp, pares de bases.

Para a realizacdo do I-PCR, 1-2 [ig de DNA gendmico foram digeridos por
quatro horas (ou alternativamente “overnight”) em uma reagéo contendo 10 unidades
de endonuclease de restricdo Bcll (Fermentas, Vilnius-Litudnia) sob condi¢des
recomendadas pelo fabricante. Os fragmentos de DNA foram extraidos com solugéo
de fenol-cloroférmio-alcool-isoamilico e precipitados em dois volumes de etanol com
NaCl 0,3 M. Os fragmentos digeridos e purificados foram diluidos em 50 [llde agua
destilada e circularizados em reacdo de ligacdo contendo T4 DNA ligase
(Fermentas, Vilnius, Lituania) sob condigdes recomendadas pelo fabricante. Apos 15
horas de incubacdo a 16°C, os anéis foram extraidos com solugcdo de fenol-
cloroférmio-alcool-isoamilico e precipitados em dois volumes de etanol com NaCl 0,3
Molar (M). Os anéis purificados foram usados como molde para a reacao de PCR
(Figura 18).
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Figura 18. Representacido esquematica das etapas usadas para a analise da
inversdo do intron 22. (Adaptado de Rossetti et al., 2005%"").
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As amplificagdes foram realizadas em termociclador (Mastercycler Gradient,
Hamburg, Alemanha). As reagdes de PCR foram realizadas em um volume total de
25[E] contendo 200-400ng dos fragmentos circularizados, 0,6M de cada
olinucleotideo (IDT, San Diego, CA, USA), 200M de cada dNTP's (Fermentas,
Vilnius, Lituénia), 1 unidade de Taq DNA polimerase, 1,5 mM de MgCl,, 20 mM de
Tris-HCI e 50 mM de KCI pH 8,4 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). As condi¢gdes de
amplificagdo constaram de um ciclo inicial de desnaturagdo de 2 minutos a 94°C
seguidos de 30 ciclos de amplificagdo de 94°C por 30 segundos, 55°C por 1 minuto
e 72°C por 90 segundos e um ciclo final de extensao de 72°C por 5 minutos.

A interpretacdo dos resultados foi realizada mediante a diferenca de dos
fragmentos amplificados sendo que, pacientes sem a inversdo apresentam
fragmentos de 487pb resultante da combinacdo dos oligonucleotideos IU-ID e
pacientes com a inversao apresentam fragmentos de 559pb resultante da
combinacgao dos oligonucleotideos IU-ED.

Esta técnica permite, ainda, a analise de portadoras, que no caso,
apresentam ambos os fragmentos de 487 e 559 pb. As amplificacdes foram
submetidas a 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 fotodocumentacao para gel de agarose
(Kodak Electrophoresis Documentation and Analysis System-EDAS 290, Kodak,
Melville, NY, USA).

3.11 Analise das demais mutacdes
3.11.1 Amplificacao da regiao codificadora de F8

Pacientes que foram negativos para as analises da inversao do intron 1 e do
intron 22 tiveram a regidao codificadora de F8, bem como regides que flanqueiam
cada um dos éxons, amplificadas por PCR. Para as amplificagdes foram usados 37

pares de oligonucleotideos desenhados por Steven Keeney (http://hadb.org.uk)?®.

Todos os oligonucleotideos (senso e antisenso) foram desenhados com a
adicao de 17 bases em sua extremidade 5. Esta adicao refere-se a uma cauda N13
obtida a partir de modificagées dos oligonucleotideos desenhados para o fago M13.
Esta modificacdo permitiu a uniformidade de condigdes de realizacdo das

amplificacdes para todos os éxons (Tabela 8).
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As amplificagdes foram realizadas em termociclador (Mastercycler Gradient,
Hamburg, Alemanha). As reagdes de PCR constaram de um volume total de 25[1]
contendo 200ng de DNA genémico, 0,6[(M de cada olinucleotideo (IDT, San Diego,
CA, USA), 200LM de cada dNTP's (Fermentas, Vilnius, Lituania), 1 unidade de Taq
DNA polimerase, 1,5 mM de MgCl,, 20 mM de Tris-HCIl e 50 mM de KCI pH 8,4
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). As condi¢des de reacao foram 95°C por 2 minutos,
30 ciclos de amplificacdo de 94°C por 30 segundos, 59°C por 45 segundos e 72°C
por 1 minuto e 30 segundos e um passo de extensao final de 72°C por 5 minutos. As
amplificagcbes foram submetidas a 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 fotodocumentacao para
gel de agarose (Kodak Electrophoresis Documentation and Analysis System-EDAS
290, Kodak, Melville, NY, USA).

Tabela 8. Oligonucleotideos?® usados na amplificacdo dos éxons de F8 e seus

respectivos tamanhos sem/com caudas N13

Oligonucleotideos para analise dos éxons de F8

Identificagado Seqliéncias pb
F8P2F gtagcgcgacggecagtGAGCTCACCATGGCTACATTC 561
F8P2R cagggcgcagcgatgacAATTTAAAACTATAAAGCGAGTCCTG 595
F8P1F gtagcgcgacggecagtGGACCTAGGCCATGGTAAAGA 600
F8P1R cagggcgcagcgatgacTGCAGAGCATTTTAAGGAACTTT 634
F8EX1F gtagcgcgacggecagtTAGCAGCCTCCCTTTTGCTA 480
FSEX1R cagggcgcagcgatgacCTAACCCGATGTCTGCACCT 514
FSEX2F gtagcgcgacggecagtCATTACTTCCAGCTGCTTTTITG 290
F8EX2R cagggcgcagcgatgacTTTGGCAGCTGCACTTTTTA 333
FSEX3F gtagcgcgacggecagtGCATGCTTCTCCACTGTGAC 299
FS8EX3R cagggcgcagcgatgacGCCACCATTACAAAGCACAC 324
F8EX4F gtagcgcgacggecagtCATGTTTCTTTGAGTGTACAGTGG 372
FSEX4R cagggcgcagcgatgacTTCAGGTGAAGGAACACAAATG 406
FSEXSF gtagcgcgacggecagtTCTCCTCCTAGTGACAATTTCC 259
F8EX5R cagggcgcagcgatgacCCCATCTCCTTCATTCCTGA 293
FSEXGF gtagcgcgacggecagtGCGGTCATTCATGAGACACA 258
FBEXGR cagggcgcagcgatgacCCGAGCTGTTTGTGAACTGA 292
F8EXT7F gtagcgcgacggecagtTGTCCTAGCAAGTGTTTTCCATT 400
FSEX7R cagggcgcagcgatgacAATGTCCCCTTCAGCAACAC 434
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F8EX8F
FBEX8R

FBEX9F
FBEX9R

FBEX10F
FBEX10R

F8EX11F
FBEX11R

FBEX12F
FBEX12R

FBEX13F
FBEX13R

FBEX14AF
FBEX14AR

FBEX14BF
FBEX14BR

FBEX14CF
FBEX14CR

FBEX14DF
FBEX14DR

FBEX14EF
FBEX14ER

FBEX14FF
FBEX14FR

FBEX15F
FBEX15R

F8EX16F
FBEX16R

FBEX17F
FBEX17R

F8EX18F
FBEX18R

F8EX19F
FBEX19R

gtagcgcgacggecagtCACCATGCTTCCCATATAGC
cagggcgcagcgatgacATGGCTTCAGGATTTGTTGG

gtagcgcgacggecagtT TTGAGCCTACCTAGAATTTTTCTTC
cagggcgcagcgatgacGGTATTTTAGAAACTCAAAACTCTCC

gtagcgcgacggecagtTTCTTGTTGATCCTAGTCGTTTT
cagggcgcagcgatgacGCTGGAGAAAGGACCAACATA

gtagcgcgacggecagtCCCTTGCAACAACAACATGA
cagggcgcagcgatgacTTTCTTCAGGTTATAAGGGGACA

gtagcgcgacggecagtTGCTAGCTCCTACCTGACAACA
cagggcgcagcgatgacCATTCATTATCTGGACATCACTTTG

gtagcgcgacggecagtCATGACAATCACAATCCAAAATA
cagggcgcagcgatgacCATGTGAGCTAGTGGGCAAA

gtagcgcgacggecagtCTGGGAATGGGAGAGAACCT
cagggcgcagcgatgacATGTCCCCACTGTGATGGAG

gtagcgcgacggcecagtGATCCATCACCTGGAGCAAT
cagggcgcagcgatgacGGGCCATCAATGTGAGTCTT

gtagcgcgacggecagtAGCTCATGGACCTGCTTTGT
cagggcgcagcgatgacCATTCTCTTGGATTAATGTTTCCTT

gtagcgcgacggecagtTCCAAGCAGCAGAAACCTATT
cagggcgcagcgatgacAGTAATGGCCCCTTTCTCCT

gtagcgcgacggecagtGGATGACACCTCAACCCAGT
cagggcgcagcgatgacCCTTCCACGAGATCCAGATG

gtagcgcgacggcecagfTCCCTACGGAAACTAGCAATG
cagggcgcagcgatgacTCACAAGAGCAGAGCAAAGG

gtagcgcgacggecagtT GAGGCATTTCTACCCACTTG
cagggcgcagcgatgacCCAAAAGTGGGAATACATTATAGTCA

gtagcgcgacggccagtCAGCATCCATCTTCTGTACCA
cagggcgcagcgatgacAAAGCTTCTTATTGCACGTAGG

gtagcgcgacggecagtcAGGTTGGACTGGCATAAAAA
cagggcgcagcgatgacCCCTGGATCAAGTCTCATTTG

gtagcgcgacggcecagfT GGTGGAGTGGAGAGAAAGAA
cagggcgcagcgatgacAGCATGGAGCTTGTCTGCTT

gtagcgcgacggeccagtAACCAATGTATCTCATGCTCATTTT
cagggcgcagcgatgacGGAAGAAAGCTGTAAAGAAGTAGGC

484
518

300
334

250
284

362
396

298
332

364
398

567
601

599
633

695
729

595
624

570
604

686
720

299
333

468
502

397
431

362
396

248
282
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FSEX20F gtagcgcgacggecagfT TTGAGAAGCTGAATTTTGTGC 228
FBEX20R cagggcgcagcgatgacGAAGCATGGAGATGGATTCATTA 262
FSBEX21F gtagcgcgacggecagtCCACAGCTTAGATTAACCTTTCTCA 261
F8EX21R cagggcgcagcgatgacTGAGCTTGCAAGAGGAATAAGTAA 295
F8EX22F gtagcgcgacggecagtT CAGGAGGTAGCACATACAT 287
FSEX22R cagggcgcagcgatgacGTCCAATATCTGAAATCTGC 321
FSEX23F gtagcgcgacggecagfT TGACAGAAATTGCTTTTTACTCTG 294
FBEX23R cagggcgcagcgatgacTCCCCCAGTCTCAGGATAACT 328
F8EX24F gtagcgcgacggecagtACTGAGGCTGAAGCATGTCC 250
FSEX24R cagggcgcagcgatgacCCCAACCACTGCTCTGAGTC 284
F8EX25F gtagcgcgacggecagftT GGGAATTTCTGGGAGTAAATG 300
FSEX25R cagggcgcagcgatgacAAGCTCTAGGAGAGGTGGTATTTTT 334
FSEX26AF gtagcgcgacggecagtCTGTGCTTTGCAGTGACCAT 557
F8EX26AR cagggcgcagcgatgacTTCTACAACAGAGGAAGTGGTGA 591
FS8EX26BF gtagcgcgacggecagtGGAGAAACCTGCATGAAAGC 596
FSEX26BR cagggcgcagcgatgacTTGGCCATCACAAATTTCAA 630
FBEX26CF gtagcgcgacggecagfT GCAAATGTGCATTTTTCTGA 580
FS8EX26CR cagggcgcagcgatgacCCTCCAGCCCCCTTTACTAT 614
F8EX26DF gtagcgcgacggecagtCCACCCCCATAAGATTGTGA 580
FSEX26DR cagggcgcagcgatgacCTGAAGAAACCAGCAGGAAAA 614
FSEX26EF gtagcgcgacggccagtCCCCAAAGGTGATATGGTTTT 230
FSEX26ER cagggcgcagcgatgacTCAGTGTTCACATTTTTATTTCCA 264

As extremidades N13F e N13R estio indicadas em italico.

3.11.2 Purificacao dos produtos amplificados

A purificagcdo dos produtos de PCR amplificados foi realizada por um unico
passo de precipitagdo usando solugcdo 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 sodio
pH 5,2 segundo protocolo estabelecido por Rosenthal et al.,1993?"2 com
modificagdes. Os produtos de PCR foram adicionados a igual volume de solugcéo de
PEG, cuidadosamente homogeneizados e incubados a temperatura ambiente por 10
minutos. Em seguida, foram centrifugadas a 13000 rotagdes 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 diluido em agua bidestilada e quantificado por
espectrofotometria no equipamento NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Wilmington,
DE, USA)

3.11.3 Reagdes 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
reagcdes com volume final de 10 consistiram de 10-30 ng de produto de PCR
purificado, 3,2 picomoles (pmol) de oligonucleotideos (senso ou antisenso), Big Dye
e tampao de reacao para concentracao final de 1X. As reagdes foram realizadas em
termociclador (Mastercycler Gradient, Hamburg, Alemanha) sob as seguintes
condic¢des: ciclo inicial de desnaturagdo de 96°C por 2 minutos, seguidos de 44
ciclos de 96°C por 20 segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C por 4 minutos.

A purificacdo dos produtos da extensado foi realizada mediante adicdo de
quatro volumes de isopropanol 65% e subsequiente incubagdo a temperatura
ambiente por 15 minutos sob protecdo da luz. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 3750 rpm por 45 minutos. Apos o descarte do sobrenadante, foram
adicionados 10 volumes de etanol 70% e as amostras foram novamente
centrifugadas a 3750 rpm por 15 minutos. Apds o descarte do sobrenadante, as
amostras foram incubadas a temperatura ambiente sob protecao da luz por 30
minutos.

Finalmente, as amostras foram previamente eluidas em formamida, pré-
aquecidas a 95°C por 5 minutos e submetidas a eletroforese por capilaridade usando
o sequenciador automatico ABI Prism 3100 Genetic Analizer ou 3130 Genetic

analizer (Applied Biosystem, Califérnia, USA).
3.11.4 Analises das sequéncias

Os eletroferogramas foram analisados pelo programa Sequence Scanner
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(http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home/support/software/)*" “cujo valor

de alta qualidade para bases varia entre 50-99% (Figura 19). As sequéncias foram
ainda analisadas e alinhadas pelo programa SegAssem DNA Contg Assembly

Sofware (http://www.sequentix.de/software _segassem.php/)?”*.  Nomenclatura para
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a identificacdo das alteracdes foi baseada nas orientagdes do Human Genomic
Variation Society, HGVS (http://www.HGVS.org/mutnomen/)*”>.

1 Quality Values Chart el ® =4

.\jf) Quality Value (QV) = -10Log , . (Pe) where Pe is Probability of Error

Qv
1 79%| 11| 7.9% 0.079% | 50
2| 63% 12| 6.3% 0.63%| 32 0.063% 60
3 50%| 13| 5.0%| 23| 0.50% 33| 0.050% | 70|0.00001%
4] 39%| 14| 3.9%| 24| 0.39%| 34 0.039% 80 0.000001%
5| 31% 15| 3.1%| 25| 0.31% 35 0.031% 90 0.0000001%
6 25% 16 2.5%| 26 0.25% 36| 0.025% 99|0.00000012%
7 20% 17 2.0% 27 0.20% 37 0.020%
8 15%| 18| 1.5%| 28| 0.15%| 38 0.015%
9l 12%| 19 1.2%| 29] 0.12%| 39 0.012%

10/ 10% 20| 1.0% | 30| 0.10%| 40| 0.010%

Figura 19: Parametros de qualidade estabelecidos pelo programa Sequencer
scanner

3.12 Levantamento de prontuarios médicos

Os prontuarios médicos de todos os pacientes com hemofilia A, com perfil
molecular determinado, foram analisados para a coleta de dados laboratoriais
relativos a dosagem de inibidores, e perfil sorolégico. Todos os dados foram

anotados em fichas de coleta de dados (Anexos 6.7).
3.12.1 Coleta de dados sobre inibidores

Inibidores sdo 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 sorolégico

Foram coletados dados relativos aos seguintes marcadores sorologicos: HIV,
HTLV, HBSAg , anti-HBs, anti HBc, anti-HCV e HCV confirmatério, tomando como
referéncia a ultima avaliagao sorologica do paciente.
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3.13 Analise estatistica

Pacientes foram classificados de acordo com cada uma das variaveis de
interesse: categoria de mutacao, presenca de inibidor e perfil sorologico (anti-HTLV
I/ll, anti-HCV, anti-HBs, HbsAg, anti-HbC e anti-HIV I/ll). Foi realizada analise
univariada (descritiva) e bivariada (variaveis de associagcao: categoria de mutagéo e
presenca/auséncia de inibidores). Foram considerados como ponto de corte para
associagao valores de p inferiores a 0,05 para os testes Qui-quadrado e Teste exato
de Fisher.
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4 Resultados
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RESUMO

As hemoflllas sao doencas hemorraglcas resultantes da deflclénclia de fator VI (hemofllla A) ou
de fator 1X (hemofilla B} da coagulacao, decorrentes de mutagoes nos genes que codificam os
tatores VI ou 1X, respectivamenta. A nermofilla A @ mals fraquente que a hamoflla B & acomate
aprogimadamente 1:10.000 nascimentos mascullnos, A gravidade e requéncla dos eplsodios
hemorrdgicos esta relaclonado ao nivel residual de atividade de fator VI presente no plasma e este
relaclona-se ao tipo de mutagao assoclada & doenca. A clonagem do gene do fator VI tornou
possivel 0 conheclmento das bases moleculares da hemofilla A sendo hole conhecldas mals de
1.000 mutagoes assocladas a doenca. O conheclmento das bases moleculares da hemofilla A
permite uma melhor compreensao da relacaoc gendtlpo-fendtipo da doenca, tomada de condutas
clinlcas diferencladas em casos de mutagoes assocladas a um malor risco de desenvolvimento de
Inlbldor, determinacac da condigdo de portadora de hemofllla em mulheres relaclonadas aos
paclentes, Implementacao de programa de aconselhamento gendticoforlentagao famillar @ melhor
COMpreeansao das relacoes estruturals-funclonals do gene-proterna. Este artlgo propoe revisar as
bases moleculares da hemofllla A, os métodos laboratorials utllizados para 4 caracterizacao das

Horizonts - MG
TelFAX: (31) 2400.97458/45
srezende@ medicing, ulmg.br

INTRODUCAD

A coagulagao do sangue consiste em uma sérle de reacoes
bloguimicas sequenclals envolvendo a Interagao de protei-
nas, comumente referdas comao fatores da coagulagao, além
de celulas (em particular, as plaguetas) e rons. O processo,
em ultima anallse, leva a formagao de um codgulo, cujo
princlpal componente & a flbrinal. Deflclénclas dos fatores da
coagulagao  podem  ocaslonar doengas hemorrdglcas
{coagulopatias). As princlpals manlfestagoes clinlcas destas
doencas sao os sangramentos que podem ocorrer de forma
espontanea ou Induzlda por trauma ou clrurgla. Dentre todas
coagulopatias, as hemoflllas e 4 doenca de von Willebrand
530 as mals frequentes. O primelro relato conhecldo sobre
hnemofilla encontra-se em um decreto do Talmude (lvro de
condutas do povo Judeu) datado do século Il d.C. Meste
decreto, o relator Isenta da clrcunclsao crlangas provenlentes
de familias que tenham sofrido duas mortes decorrentes de
hemorraglas apos o procedimento. Desde entao, a hemofilla
soma mals de 1.800 anos de nistoria, contada por esparsos
casos durante a ldade Madia, por estudos plonelros durante
o seculo XIX e por avangos da blogquimica e genetlca ao longo
do seculo XX&2

mutagoes @ as Implicagaes clinlcas envolvidas no diagnastico malecular da hemaofilla A.

Unmersacs: Hemofllla &, Mutagao, Diagnostico molecular. Determinagao de portadoras. Genes. Fator VIIL

Aspectos gerals da hemofllla

Sabe-se hoje que as hemoflllas sao doengas resultantes da
deficlencla quantitativa dos fatores VI (hemofila A) ou 1K
{hemofilla B) da coagulagao, podendo decorrer de fatores
adguiridos ou hereditarios. As formas adquiridas, mals raras,
sao resultantes do desenvolvimento de autoanticorpos, assocl-
ados a doengas autolmunes, cancer ou causas de orlgem
Idlopatica. A hamofilla heraditarla resulta de alteracoes gendtl-
cas nos genes que codiflicam o fator VI {(hemofiila &) ou 1X
(hemofila B) da coagulagac*. A nemafilla A hereditira ¢ o
assUNto desta revisao.

A hamofllla A, também conheclda como hemofllla classica,
& mals comum do gue a hemoflla B na proporgao de aproxima-
damente 4:1. Em diversas populagoes &tnicas e geograflcamen-
te distintas Ja estudadas, a prevalencla da hemofllla A @ de
1:10.000 nascimentos masculinos. Esta frequencla parece nao
varlar conslderavelmente enire as populagoes e tem sldo
mantlda por um equllibrio entre a perda de mutagoes, por
exemplo, no caso de um paclente com hemofilla que tem
somente fliINos homens e nao transmite 405 Mesmos a doenga,
e o aparecimento de mutagoes espontaneass.

0 guadro clinlco da hemofllla A & marcado pela recorrancla
de hemorraglas, princlpalmente em artlculagoes (hemartroses)

1. Doumranda, Centro de Pesquisas Rer Rachou, FIOCRLUZ; ? Fundagae Hospitalar do Estado de Minas Gerais. Belo Horizonte, KiG.
2. Pesquisador, Cartro de Pesquisas Rers Rachou, FIGCRUZ, Belo Horizomte, MG, Brasil
3. Professora-adjunta do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina da Univerzsidade Federal de Minas Gerais. Belo Horizonts, MG,

Rew fszoo0 Med Bras 2008; 55(2): 213-8
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8 musculos (hematomas), podendo também ocorrar em oulras
focals do Corpo e, 8m Casos mals graves, NEMorraglas Internas
e do sisterna nervoso central. A frequéncla e a gravidade dos
eplsoaios emorragicos dependem do nivel Fesidual dotator Y
(FVINI:Ag) presente no plasma e sua respectiva atividada runcl-
onal (FYILC). E em fungao deste nivel da concentracdo e de
atividade que a hemofila A @ usualmente classificada nas
formas grave (< 0,07 Ul'mL ae FYI:AD efou = 1% ae FVIIEC),
moderada {= 0,01- 0,05 UlI/mL de FVIIl:Ag efou = 1-5% de
FVIEC) e leve (= 0,05 3 = 0,40 UmL de FVIll:Agelou = 5%
g = 40% de FVII:C). A requéncla de hemoftila leve, moderada
e grave & de 50%, 10% o 40%, respectivamentes?,

Aspactos genetlcos da nemafiila

Par ser uma doenca genstica recessiva llgada 40 cromosomo
X, a hemofllla A afeta guase exclusivameante homens. Homens
possUEm um anlco alelo de fator VI (XY) enguanto as mulheres
possuem dols alelos (KX). Homens com um atelo com mutagao
(XM, nemizigose) terdn a doenca, enquanto mulheres com um
anlca alelo com mutagan (XMX, heterozigose) serao portadoras e,
partants, com 50% de probabilidade de transmitlr o alelo anar-
mal & sua prole, em cada gestacao. Ja as mulheres com mutagoes
eIm ambos o5 alelos (XHEY, nomozigose) manifestarao & doenga,
embora osta seja uma siuagao multo rars (Flgura 14). Cerca de
0% dos paclantes diagnosticadas com Ramofilla A nao possuem
histarla familiar prévia da doanga (Figura 1 B). Estes casos sao
exphcados pela ocorréncla de mutagies espontineas que podem
acontecer em duas situacoes: (1) durante a gametogénese de um
dos progenitores, Meste caso, a mutagas ocofra em uma das
ceiulas da linhagem germinativa e persista em todos os descan-
dentes clonals da mesma e em Uma proporcac dos gametas,
caracterfizando o mosalcismo germinativa; (1) a mutacao pode
tambem coomer durante os primelros estaglos da embrogéness
do paclente afetado. Nesta situagao, uma das células, presentes
nos estagios Inlclals do embrao em formacio, soffe mutagao @
esta @ repassada as demals células por melo de mitoses suces-
slvas, Tazendo com que, o Individun possua tanto celulas normals
quant alteradas. Este fato caracteriza o mosalcisma somaticod?,

0 gene do fator VI

Enquanto aspectos clinlcos e bloguimicos da hemofilla A
sa0 conhecldos 14 décadas, as bases moleculares da doanga
somente foram  compreendlidas a partr de 1934 apos a
clonagem e caracterizagao oo gena que codifica o fator VI (FB).
Este gene esta localzado na exdremidade do brago longo do
cromassoma X (porcan Xo28) e compreande 186.000 pb (pares
de Dases) disribuidos entre 26 dxons @ 25 introns gue varlam
de 69 a3 108 poede 0,2 a 32,4 kb (kilobases, 1.000 pares
de bases). respectivamente, Toda a sequéncla do gene compre-
ende aproximadamente 9 kb de éxons e 177 kb de Introns que,
Juntos, correspondem a cercd de 0, 1% de todo o cromossomao
X" [Figura 2). Outras caracteristicas de FB devemn alnda ser
entatizadas: (1) a presenca de cerca de 70 Hhas CpG, das quals
2% estao em sequenclas codiWcadoras; () o grande tamanho
doexon 14 12,106 pb), que representa cerca de 40% da reglao
codificadora, mas que codifica 4 parte funclonalmente manos
Importante da proteina (Figura 2) e (1) o grande tamanho do
intron 22, que apresenta uma [tha de CpG que funclona comao
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Figura 1 - Reprasentacio esquematica do padrao

da heranga de hemodilia A
A
SEAR§ARS

{ba); Peasibilidades gendtices da prole de um hemem cem hemolilia & (6%
hamizigess) comuma mudher normal para exsa caracteriztion: a prole serd constiada
por 100 de poriaderas de hemolilia & o 100% da homens normais pora asta
caraoienstica, (Ab): Possibilidades gensticas da pﬁllﬂﬁ da uma portadora [
haterozigoss) com urn bomaem normal para essa caraclertsiicn; a proe sard consiiuida
por B de chanca de nascimanto de portadors @ S0% de charee de noscimento de
pacients com harmofilia para coda gestagto de mulher ou homam, respactivamanta,
[Be): Possibilidades genéiicas da prole dev uma mulher com hemalilia [
hemezigesel com um homem nommal para essa caracteristica: a prole serd constiiuda
por 100 de portadoras de hamalilia & o 100% de hemwns com bemedilia. (Ba, BE):
Prole de dois casals nomak @ sem histéna lamiliar de hemalilia &, demeorsirando a
otarred reio de mikagho spantinea com geragha da um homem com hemalilia & (Ba,
hamem am wermelho) & uma poriadors (Bb, mulher mesolada).

promator bidirecional para dols transcritos. adiclonals denomi-
nados F34 e FAB!

FSA possul 1,8 kb, ndo apresenta infrons e @ transcrito em
direcac oposta a FB, Ja FBB possul 2,5 kb e @ transcrito na
mesma diregac de F8, sendo parclalmente sobreposto ao
mesmao (gxons 23 -26). As sequenclas oz FBA e da lina de CpG
formam uma reglao de aproximadameante 9.5 kb denominadas
int22n1. Esta sequeéncla possul simllaridade com duas coplas
extragenicas (Int22h2 e Int22nh3) lecalizadas aproximadamen-
te entre 400-500 kb anterlores a porcao telomeérica de F3, A
CCOMTENCIa de Uma sequnda raglao com alto grau de simiaridade
envolvendo sequéncla Intra e extragenica pode ser observada
neste gene, Esta comesponds a uma reglao da aproximadarman-
te 1 kb, mals exatamente 1.041 pb, presente no intron 1,
denominada Int1h1. A reglac de alta similaridade correspon-
denta esta locallzada a aproximadamanta 140 kb anterlores a
porcao telomerica de FS. Essa copla extragenica @ denominada
intTh2. Estas regioes de alta similaridade funclonam como
sitlos de recombinacao homologa @ determinam rearan|os
Intragenicos ' (Figura 3).

{Ciutra caracteristica iImportante deste gene & seu balko Indice
de pallmartismo. Os polimaorfismos observados nesta gene sao
de dols tpos: SNPs (polimormsmo de anico nucleotiden) e
VNTRs (sequencias de numero varlavel repetidas em “tan-

Rew Bszoc Med Bras 2008; §5{2): 2139
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A5 ASES MOLECULARES DA HEMOFILIL A

Fiqura 2 - Representagdo ssquamdtica da localizagao cromossimica e
astruturada gens & de protaina do tator VI
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1. lhusiragdo esquemdtioa do cromassomo X com os bragos “p” ibrago curio) & ™
{brago lenga): 2. Datalhamento do gens do fabor VI naregide 928 com saiensho
186,000 ph distribuidos em 26 dors; 3. Transorito maduro de F8 com 9.010 bases:
4. Proieina precursora do fator VIl composia por 2,351 aminodoidos das quais 19
torrespondem a0 pepideo sinal: . Esirutra priméria da proleima com 2,332
amincdvidos o o apreseniondo dos seus domines &1, A2, B, A3 €1 e 02 b
Detalbaments da ssiruivra pimana do fator VIl dernonstrards os limites dos
amiredcidos correspondentes a ceda um dos dominios: o. & d. Fater VIl apas climgens
pratealiicas rasulianda e um heteredimers ligado por metal brealanta; @ Laior VI re
ambisnts sxtracslular azsociada ao fater da vanWillebrard, o5 seias indicam sliies da
tlisagam razsullaram na ativagbo do fater UIII.Ahqui'?s: P5, peptides sinal: b bosa:
pb. pares da bazs; p. brago cuno: q. brago longo; wWF, fator de vanWilkbrand

dem”). Essas varlagoes tem relevancla clinlca no contexto da
doencas hereditarias, uma vez que podem ser wsados para
rastrear Um gens mutado em uma familla afetada. Entretanto,
deve-sa conslderar as diferengas nas frequénclas de alefos entre
populacoes distintas, pols (oo de grande Interesse diagnastico
podem diferr de acordo com a etnla da populacao, 4ssim como
com o desequiliorio de llgagan'™.

Do mENA do rator VII a proteina

0 transcrito de F8 tem carca de 9010 b de tamanho com
uma curta reglao 5 nao traduzida (150 pb), uma janela de
leltura aberta (7.056 bases) e uma longa extremidade 3'(1. 806
pb) ndo Faduzida. A Janela de leltura aberta codifica uma
proteind precursord de cadela onica contendo 2,351
aminodcidos, 19 destes correspondentes & sequéncla de um
peptiden sinal. Durante a passagem da proteina pelo reticulo
endoplasmatico, o peptided 5IRal @ clivado reasultands em uma
proteina de estrutura primarla de 2.332 aminoacldos®™,
Aandlise daestrutura primaria desta proteina mostrou a prasen-
ca de domimios: Al-al-A2-a2-B-a3-83-C1-C2 (Figura 2:4b).
0 conhecimento da via de sintese Infracelular do fator VI
tornou-se possivel gragas aos estudos com cultura de nhagens

Rew Azzoc Med Bras 2009, 55(2): 213.9

de celulas de mamiferos, nao humanas, transfactadas com o
cONA do rator VI, & maturagao @ a secrecao do fator recem
sintetizado envolvem grande varledade de interagbes proteina-
proteina e diversas modificacoes pos-traduclonals. No reticulo
andoplasmatico, o rator VI sofre varios eventos de gllcosilacan
para entao ser encaminhada para o complexo de Golgl. Nesta,
a moldcula sofrerd processo de sulfatacao e gilcositacao de
reslduos especmcos, alem de clivagans proteoliticas na Jungao
dns dominios B-A3 & em sitlos adicionals dentro do dominio"B",
Estas clivagens dividem a molécula de fator VIl em duas
porcoes: (1) cadela pesada, constitulda pelo dominio A1, A2 e
fragmentos heterogénaos do domimio B e (1) cadela leve,
constitufda pelos dominlos A3, €1 e L2, resultando na secrecan
de um heterodimero dependente de metals bivalentes't
{Flgura 2:4d).

0 tator VI no plasma

Imediatamante apos a secrecao do fator VI, o hetercdimero
briterage com o fator de von Willebrand que atua como carmeadar
do fator VI durante sua circwlagao no plasma. O fator VI,
lgado ao tator de von Willebrand, terd uma mela vida que varla
de 12-15 horas, O rator VI & ativado pala trombina e pelo fator
X. Ambas as proteases clivam a molecula da tator Vill nas
posicoes Arg* e Arg™ da cadela pesada e Arg"® da cadela leve
(Flgura 2:4e). Essasclivagens rasultam em dols fragmantos A1-
A2 e A3-C1-C2 que permanecem assoclados por melo de
Interacoes aletrostaticas antre o dominio A1 e AJ. A ativagao do
rator VI reduz drasticamente a afinidade com o fator de von
Willebrand, O fator VI ativado jJuntarmente com fator X ativado,
fosfolipldes de membrana camegados negatlvamente e fons
calcla formam o complexs lenase, gue por sua vez, atua
enzimaticaments sobre o fator X convertendo-o em sua Torma
atlvada, O fatar X atlvado particlpa da corversas da profrombing
em romblna Juntamente com fator V ativado @ lons cdlolo
{complexo profromblnase). & trombing ¢ a enzima chave da
cascata de coaguiacao gue, em ultima Instancla, converterd
florinoganto em fiorina. Uma vez gue o fator VI atvado tenha
desempennado seu papel na cascata da coagulacao, este @
rapidamente Inativado. O mecanismo exato desta Inathvagao
sob condigoes fisloldglcas alnda @ desconhecldo, Entretanto, a
proteing C atlvada cliva a cadela pesada do fator VI nas
posicoes ArgHIEMet®T g Arg™=2/Gly=s: em umareacao que requer
a presenca de proteina S e a reglao carborl-terminal do domimio
B do fator ¥,

A heterogeneldades das mutacoes na hemoflika A

Desde a clonagem de FEem 1984, as bases moleculares da
hemofiila A vem sendo extensivamente estudadas, Estes estu-
dos geraram grande volume de Informagoes que hole sao
complladas em bancos de dados acessiviels atraves da inferel,
Um dos mals representativos bancos de Informacao sobra
hemofiila & @ o HAMSTeRS (Heemophiliz 4 Mutation Search
Jest and Besource Ste). ™ Este banco disponibliiza a listagem
completa das mutagoes publlicadas, dados fenatiplcos, modelos
moleculares, metodos para o rastreamento de mutagoes, Ista de
pollmaorfismos & uma revisao sobre a patolagla malecular da
hemafila A, O HAMSTeRS nsta atualmantz mals de 1.000
mutactes assocladas a hemotilla A envolvendo substitul;oes,
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delecoes @ Insercoes distribuidas por todo o gene®!, Os dados
moleculares sobre a hemofilla A demaonstram uma grande
heterogenaldade de mutagoes assocladas a doanga. Entretanto,
duas mutagoes aspeciicas, a INVersao do intron 22 e 4 Inversao
do intron 1, 530 encontradas em cerca de 50% o 5% dos casos
de hemonila A grave, respectivamentz2,

Alnversao do Intron 22 resulta da recombinagao homadloga
entre a sequencla INt22h1 ¢ uma das coplas extragénicas
(Int22n2 ou Int22n3} locallzadas a 400-500 kb anteriores a
porcan telomérica de F3. Dependendo da copla extragénica
ervolvida no evento de recomblnagac, dols tpos princlpals de
Inversao san reconhecldos. & Inversao do tpo 1 enviolve a capla
distal (INt22n3) e a Inversao do tipo 2 envolve a copla proximal
(Int22n2). Estas Inversbes ocomem quase exclusivaments na
malose masculna*®® (Figura 3).

A Irversao do Intron 1 envolye a recomblnagac homaologa
aritre uma reglao de 1.047 pb situada no mtron 1 (intthl) e
uma capla extragenica (Int1n2) situada a aproximadaments a
140 kb anterlor da porcao elomerica de F23 entra os genes CE1A
g VBP1. A simllaridade entra as sequancias iIntind e intin2 &
multo alta, sendo observada a diferenca de um unico
nucleotides entre elas®™*® (Figura 3).

Apasar do grande volume de informagoes sobre as bases
moleculares da nemofilla A, exlste um percentual de cerca de
2% dos paclentes cujo diagnostico molecular nao @ estabalecl -
do, Mesmo Usando as abordagens mals avangadas para a
andlise do gena. |sto pode ser decorrente de mutagoes que estao
presentas em regloes nao codificadaras ou que estes paclentes
nao possuem mutacao assoclada ao FA. E possivel gue hala
participacac de oulros genes, por exemplo, No caso dos genes
LMAMNY {doInglés, fectin, manese finding 1. tambaém conhecl-
da como ERGICE3) e MCFO2 (do Ingles, muitinds coaguiztion
factor deficfency 7 profedn) responsavels palo transpona
Intracelular do fator VI do reticulo endoplasmatico para o
aparato de Golgl. Defeltos destas protenas resultam em defic-
éncla combinada de fatores Ve VIl da coagulacao®,

[Hversas protelnas Interagem com o fator VI na circwlacao.
IJma oas mals Importantes & o rator de von Willabrana, O rator
de von Wilebrand & uma gilcoproteing multimerica que desem-
penha dols principals papels na nemostasia: (1) ela particlpa da
hemostasia primarla quando atua como Wm mediador para a
Interacao entre as ghcoprotelnas da superficle plaguetarla & a
pareda do endotéllo, no sito de Injurla vascular &, (1) participa
da hemostasla secundana quando atua como protemna
carreadora do fator VI, aumentando @ mela vida deste
Considerando seu papel nma hemostasla sscundarla, @ rtacll
compreender que a deficlencla de fator de von Willebrand
resulta em uma corespondente diminulcao dos nivels de fator
VIl & em quadros chinlcos similares squeles observados em
paclentes com hemofilla A. Dos diversos subtipos clinlcos da
doenca devon Wilebrand (tipos 1, 24, 2B, 2M, 2N), a varlante
2N ¢ a anica que dacorre da reducas da Interacao entra fator von
Willebrand e tator VI devido a mutagoes nos dominios O ou D3
daquela fator®®, Homozlgotos ou heterozlgotos compostos, para
8553 CONCICan, apresentam reducas dos niels de ftator Vil no
plasma e, geralmente, apresentam eventos hemormaglcos, que
MUILas VeZes 5ao erroneamente diagnosticados como nemaofllia
A, A anallse desta varlante ¢ Importante, sobretudo em

216

Figura 3 - Representagio asquematica da inversao dos instrans 10 22
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sirmilaridack presantes deniro a fora de F2. "a" & *b" representam respectivaments os
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paclentes cuja anallse molecular para hemofllla A mosirou-se
negativa para mutacoas am F&*, Outra questao a ser pontuada
quanto 4 mutagtes em outros genes diz respelto a fatores que
podem Influenclar o fendtipa da hemofilla, Trabalhos recentes
mostraram gue, mesmo paclentes que apresentam a mesma
mutacao & com nivels reslduals da fator VI similares, podem
apresentar varlagoes quants 40 padrao de manifestagoes
hernorragleas, Dentra as explicagbes para a varlablidade
fenotipica destaca-se a presenca das mutacoes protrombaticas,
tals como o fator V Lelden, mutagoes no gene da protrombing,
(G202104), no gene da metllenatetranidrofolato redutase, de-
flciencla de proteina C e proteina 5, ou mesmo co-heranga de
polimorismes que afetam o sistema de coagulacao. Ha alnda
trabalhos recentes que assoclam 3 varlabllldade fenotiplca a
diferencas da farmacocingtica do fator VI infundide nos paci-
entes, Estes fatores podem minimizar a gravidade cinlca da
hermaftila A2,

O tlagnastico melecular da emofila &

A historla tamillar @ a ocoméncla de eplsodios hemorrdgicos
sao o5 princlpals dados para o diagnéstico da hemafilla. Enfre-
tanto, cerca de 20%-30% dos paclentes com hemoflla nao
apresentam histarls famillar da doenga. A disponibliidade de
técnicas moleculares acrescentou, ao diagnostico laboratorial
da hemaotllia, & possiblildade de caracterizar & doenca em nivel
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maolecular. A anallse molecular pode utllizar tanto DNA ou RNA,
embora o primeiro seja mals utiizada em fungao de sua malor
establildade aracllidades de manuselo. As abordagens utllzadas
para a analse do DNA podem ser diretas ou Indiretas. As
abordagens Indiretas sao baseadas em anallse de gacao &
BMPragam marcadores pollmaricos especificos. As anordagens
diretas sao baseadas em diversas técnicas moleculares gque
permitem a Identificagao preclsa da mutacao. Entretanto, apre-
sentam como difculdade o extenso tamanho dz F2, a comple-
Hdade genamica do Mesmo & & granda diversidada de muta-
;oes. Mutagoes envolvendo grandes sequanclas da DMNA, 1sto e,
grandes delecoes, INSercoes ou rearranjos podem  ser
Identificadas por melo de andllse de Southern Boiting . Para
a deteccdo da INversao do Intron 22, vem sendo utlizadas a
tecnicas de PCR longa propostas por Liu et al, e, mals
recentements, uma técnica de PCR multiplax proposta par
Rossett et al.** Mutacoes envolvendo pequanas alteracoes na
sequancla de DNA (em geral, mutagoes em ponta) requerem
procedimentos técnicos especials. Para tal, utlliza-se a ampll-
flcacao por PCR, seguida de um ensalo de moblllidade
eletroforética (DGGE - Denatunng, Gradient Gel elelmphoness,
S5CP - Single Strand Conformation Polymorphism, CSGE -
Conformation  Sensitive  Gel Eletrophoresis,  DHPLC

Denaturing High Performance Ligquid Chromatography, e
CCMA - Chemical Cleavage Mismalch Analyss) elou de
sequenclamanto®®® . De modo geral, as taxas de detecgan de
mutacoes obtidas com estes ensalos sao bastants elevadas e
tem sldo aperfelgoadas madianta adequacac de protacolos.

Implicacoes clinlcas do dlagndstico molecular das hemoflllas

Ern geral, a caracterizagdo molecular da hemofilla & nao &
necessarla para o diagnastico da doenga, nam para o seu
tratamento, O diagnostico da hemofilla @ suspeltado clinica-
mente @ confirmado aravas da reallzagao do teste de FVINLC. O
tratamento @ reallzado atraves de Infusao do fator deflclente de
forma profildtica ou sob demanda. Entretanto, o diagnéstico
malecular das hemaoflllas & altamente ralevante para a Identif-
cacao de portadoras, nagualas situacoes am que a condigao &
possivel, mas nao obrigatora (fiihas de mulhar portadora) ou,
alnda, naqueles casos am gue, embora nao axista histarla
famillar prévla de nemafllla, ocorreu nasciments de Individuo
coma doenga. Nestas situagoes, a ldentiflcacao da condicao de
portadora @ fundamental, particularmente am mulheres em
Idade fertll, pols permite que a mulher possa particlpar e decldir
sobra o plangjamento de sua familla. Enfim, o diagnostico
malecular das hemofillas permite estruturar um programa de
aconselnameanto genatico/orientagao famillar que permite de-
terminar com preclsac a condigao genética da doenca (hered-
tarla ou esporadica). Os dados advindos dessa determinacao
disponiblizam potenclals Informacoes quanto as caracterist-
cas da doenca, Mscos de recorréncla, modalldades de ransmis-
sa0 gendtica, arsenal diagnostico pré e pos-natal assim como
supore psicologlco @ emoclonal =25,

{1 diagnastico molecular das hemoflllas tem Importancla
pratica no diagndstico pré-natal em palses onda o abortamento
de Individucs atetados por doencas graves @ legal. Esta situacao
nao & permitida no Brasll, tornando seu uso imitado para esta
Indicagao. Uma das complicagoes mals temivals da hemofllia A

Rev dszo0 Med Bras 2008; 55(2): 213-9

& o deserwalvimeanto de Inlbldares de tator VI (aloanticorpos),
que acorre em 10%:-30% dos paclentes. Paclentzs com Inlbldar
tornam-sa refratarlos a Infusao de fator VI, apresantam nemor-
raglas mals frequentes e/ou mals graves e necessitam tratamen-
1o com produtas mals onerosos. Em aproximagaments 95% dos
CA505, 0 desenvolvimento de Inlbldor ocorre nos primelros S0
dlas de Infusdo do concentrado. O unlco tratamento capaz de
arradicar Inibldores em nemafllla ¢ a imunotolarancla, que
conslste na Infusao frequente de concentrado de fator VI, com
flns de "tolerizar” o paclente. Estudos comelaclonando o desen-
volimento de Inibldoras e os tipos de mutacao demonstraram
que mutagoas com troca de aminoacldos & pequenas delagoes
exlblram balga prevalencla de Inibldores (cerca de 5%). Em
contraste, grandes delecoes, MUtacoes sem sentldo @ a
prevalents Inversao do intron 22 se assoclaram a malor
prevalencla (7-10 vezes) de Inloldores (cerca da 35%).4° Resul-
tados semelnantes foram demonstrados por Goodeve @ Peake?!
a0 estabelaceram a cormelacao entre ganatipo e rfenotlpo @ o
desenvolvimento de Inlbldores. E possivel que paclentes com
mutagbes de troca de sentldo sejam capazes de sintetizar fator
VIl enddgena, que, embora naofunclonal, serla suflclante para
Induzira Imunotolerancla para o tator VI exageno. Em contras-
te, quantidades minimas de rator VI endageno sao sintet|zadas
am paclentes com defeltos moleculares graves e o fator VI
exogens represantaria, portanto, uma protaing estranna que
desencadearla uma resposta Imune **. Alnda, mutagbes na
cadela leve do rator VI parecem conferlr malor rsco de
Inibldoras do que mutagnas na cadela pesada *2. A malona dos
Inlbldoras em paclentes com nemofiia A leve/moderada ocome
&M 4550C13CA0 COMm MUEAGoes com sentldo trocado nos dominl-
o5 AT-A2 {entra o3 residucs 482-501) & na Juncao C1-C2 do
fator VIII. Estas mutagoes estao assocladas a risco aumentado
de Inlbldar em até 50%, possivelments ocaslonado por mudan-
ca conformaclonal da proteina 4344, Em particular, algumas
MUtagoes 58 encontram mals comuments 4550013das a0 desen-
volviments de Inibldor em hemofilla A leve/moderada:
Arg593Cys, Arg2150HIs & Trp2229Cys.# Em paclentes com
hermafllla A leve/moderada e mutacoes de risco para dasenvol-
vimento de Inibldores, recomenda-se tratar os eventos
REeMmarraglcos com desmopressing sempra que possivel afim de
minimizar as Infusoes de concentrado de fator VI, reduzinda,
assim, o risco da desenvalvimento de inlbldor. Alnda, dlante de
mutagoes de rlsco, recomenda-se tstar o paclents para a
prasanca do Inisldor mals frequentaments, particularmeants ate
a 507 Infusao. Um estudo recente revelou que paclantas com
hermafllia A @ Inibldor, tratados com imunotolerancla, que
apresentam grandas delegoes da F3, apresentam resposta plor
am comparagdo com outros tipos de mutagao 46, O estudo de
mutagoes naturals pode levar a uma compreensao mals clara
das relagoes estrutural-funclonals de diversas proteinas. Este
aprendizado nao & diferente com relagao ao fator VI, uma vez
Ue 3 caracter| zacao de diversas mutagoes tem ocasionado uma
malhar compreansac das relacoes FA-ratar VA2,

Par uitima, o diagnastico molecular da hemafilla A & funda-
mental para o aconselhamento genetlco. Especlalments em
Casos esporadicos, sem nistorna ramillar prévia da doenga,
somente o conhecimento da mutagao, assoclada pode reconhe-
cer a condican de portadeora e predizer com preclsan o fsco de
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recomencla da doenga na futura prole. Ainda, o conhecimanto
g0 genctipo pode trazer vantagens na predigdo do risco de
desernvolvimenta de Inibldores, possivelmente do sucesso da
Imunotolerancla e, no futuro, para terapla génica. Recomenda-
58 que o diagnastico molecular da nemalia A s2ja realizado em
todos 05 paclantes acometidos pela doenga. Em paises desen-
volvidos, o teste ¢ ofertado a todos os paclentes com hemaofilla
a0 diagnostico, embora nac s2ja ainda de roting no Erasil,
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SUMMARY

Hemopfirfias are bleeding disorders due fo deficiency of
the birod coagulation factar VIl (hemaphilia A} or factor IX
{hemophilia &), resuiting from mutation on the gene coding

for factor Wil or factor IX. Hemophilia A {5 more frequent
than hemophilia B and affects 1:70,000 male newboms.
The severity and frequency of hemorrhagic episodes is
related to residual activity of factor Vil present in the plasma
and refates to the type of mutation associated with the
dizorder. Cloning of the factor VI gene has enabled
researchers to better understand the molecwlar basis of
hemophilia A, accounting to date, for more than 1,000
mutations associated with the disease. This comprafensive
knowledge  permits an improved comprafiension of the
genotype-phenotype relation, establishiment of clinical pofi-
cies when mutations related to higher risk of inhibitors
devalooment are known, identification of fismaphilia carriers
in case of women related fo patients, implementation of a
program of genetic counsaling and discovery of structural-
functional rp.f&nms.‘].',.:l batween gene-protein. This artick
aims to review the molecular basis of hemophilia A
laboratory techiniques used to characterize multations and
clinical implications fmvolved in the molecular diagnosis of
femopfitfia A. [Rev Assoc Med Bras 2000; 55(2): 213-9]

Kev Wores: Hernoprinia A Mutatlon., Molecular diagnosis,
Carrler detaction. Genes. Factor VI
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The imtlh reliwed mversion aof the facwme {F] VI gene (FA) is a
recument causative mutation found in up to 5% of patenss with severe
hasmaphiliz A {HAL It was first reported by Brinke o al |1]. while
studying twn haemophibic monozygotic swins. They discovered that an
imversion dsmypted the P8 2t mtron 1 and resbed in the production of
rwo chimeric mEMNAs Bagnall eral [2]. denmsrated thar this

mversion was derived from a homoogoms recombmation between rwo
nearly identical 1,041 base mair (bp) sequences. These are dnrlh-I
|MCBL Reference Sequence: NT_1&TI9R.1, nr 5. 152320-5.1 53340
and wrell-2 MNOE] Reference Sequence: NT_I&715H, 1, or 5. 28354
5295034) bpcated m opposite oriemmation. These sequences were
pasitioned, respectively, in the imron 1 and ina more rebmenc region,
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Fig. I Schemasc represenganon of ghe kcagion of dardh-] and b 1he2 wehin the Mq28 region and agarse gel elearophoreis of polymemse chain reagion
{PCR) prodocs: dewcting the ingon 1 mversion. fa] S2aqoence reference nomber WT_ 1687198 1 wirh the oormal sionacon {wishaog the mmon 1 hreaiing
mversim | and nonmal poson of cgonocleomndes Siag amplify ierlbed and ded b2 The nombers with * show the exam position of the aligonocisordes,
aarlde ] oame dee k2 in che reference sequence. |b) IBosranes the acourrence of she mron 1 reaking fnversion and shows Sie new amangement of alga-
nucleotides 9F and ir1h2-2E, 2] 1L5% agaroes gel eleanophorsss showing fragmens dermved from amplificasion of meron 1 regeoms. 1, DNA ladder;
I, negagive conenly &, normal indvidol with expeaed immon 1 fragmens; 4, parient wigh hasmophilia amrihmed to she inmon 1 heeaking fmeernsion;
%, hasmophila canrser wigh ineron 1 hre koing mversaon. b, hase pairs; kb, kliohase pair, cen, cemraomer, tel, teikmerne The scheme & nor drawn m scabe.

141 kilvhases b} upomeam of ER, hetween the BROCE (BRCALS
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BRCA Zoonmmmg compled, subunit 3} and VAPT |von Happel-Lindal
binding provein 1} genes (Fg. 1al. Bagnall o al. ako developed 2
formidable procedure of polymerase chain reaction {PCR) for the
detecrion of these mutarions i both patenss and carners |2]. %ne
then, the test dor Imvl of FB has hecome a standard protocol dor the
molecular analysis of severe haemophiia A
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Inthe ariginal arricle, Bagnall e ol reponed thar the fawo suggesed
amplified fragmems would result in bands of 1.5 kb for et -1 and 1
kb for int1h.2 i normal individuak, whereas in parients carrving the
intron | hreaking inversion the partemn would be reversed: the fims
reaction yiekds 2 product of 1.0 kb whareas the second set of primers
amplifiesa L5 kb bagmens. However, analysis of the exac location of
the oligonuclentides used by Bagnall & al in the publshed genome
{MCR] Retference Sequence: WT_16719H5.1] preslicts a different parmra
with four dising producy smes for primers comhinations. In the
ahsence of an imversion, primers specific bor inflh-1 |9, 3R} and the
prime infll=2F yidd a 1,908 bp product whik primers specific for
inelh-2 (it 1h-2F, int1h-2R) and the primer 3F yied 2 1,191 bp band
{Fig. 12 and cf. 1f an inwon 1 breaking inversion & presant, primers
specific for imflh-1 (3F, %R} and the prmer i 1h-2F give rise foa
product of 1323 hps prmers specific for ot lb-2 el b-2F, inelh-2R)
and the pomer 9 amplify a fragmens of 1,776 bp {Fig. lhand cf. In
the case of camwiers, all the four fragmems, 1%, 1,776, 1,323 and
1,191 byp, are found atter hath reacrions.

Alsough seversl smdies have already publshed amphficanon
pamemn differens to those presensed by Bagnall e ol [3), ather even
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recem pubhications 4] are sall repeadng the erroneous pamtem of
amplificnion described by Bagnall er af. We helweved thar chis overlap
of remuits to detect the Invl may being differences in the anabyss,
especially when aherrant pattems, such as the mnes recently repaed in
cmgress mesemtatons |5, are imvestigated. Reparting the exact amd
coenect size of POR produces and, o possible, providing the sequence of
umsnal fragments would grearly facilitate resmrch into malecular
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ientfimnon of possible common mechanisms.
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An aberrant pattern for intron 1 inversion of factor VIII gene
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Haemophilia A [HA| is a bleeding disorder resulting trom pamial or Sequence:NT 1671901, nt 52930454 5.285(134), positioned i

complete deficiency of Hood coagubstion factor WIT {FVII). This
X-linked disorder &5 caused by a vanery of mimadoms distribored
throughout the factor VI gens (FH). Among these mmurations,
imrersions of mitron 1 and 22 {lmv] and Inv22} arise from recunbs
nation berween neurhy idenscal sequences [1-3] In most sudies, the
prevalence of Invl and Imv22 m patients with severe FIA ranges from
5% and #=50%, nespectively [4]. In the case of Inmv |, & resubts from
3 homodogous recombination between two nearly idenficl sequences
of 1M1 hase pairs (bpl, ielb-d (NGBl Reference Sequence:
MT_167196.1, nr 5. 1523205 153340 and fnf 142 (MOBlL Reference

miron | of FE and m a2 more relomenic region locawd ahboar 14
kilobases upsrream, respectively. Invl detedion hecame a useful first
line test in the molecolar analysis of patients with severe HA, along
with testing for 122, The tesr consists of two reactions: (i}
mpliﬁa.f'v:m of wElh 1 umng pramers 3F, el and mrlh-2F and 1)
amplifiction of iaslb-2 with primers mt1h2F, im1h-2R and 9F [4].
By using rhe oligonudentides proposed by Bagnall et al, the follnwing
fragmems are idensified: if imversion s ahsene, the regions olh-I and
okl h-2 yield fragmenss of 1L30H bp and 1,1%1bp, respectively of
mversion & presens, the hybrid regions el b-1/2 and wrrlh-201 vield

Fag. 1. Lame 1, DNA ladder; lane !, negarive commal; lane 3, fardb- 1 of o parens withour Iov] showing fragmeng of 1,208 by lane 4, sl b2 of o paden
withom lnvl showing fragment 0f 1,191 by lame 5, Trdb-1 of a patiess warth Invl showing fragmens of 1,325 by lane & Fuglde2 of a pagens wigh Invl
showing fragmens of 1,776 by lane 7, furdb-1 of Se proband wih abesran mvendon showmg fragment of 1,323 bp; lane &, fad b2 of de prohand wih
ahevant mverson showing Fagment of 1,191 bp; lne 8, Tl I of ghe prohand's mother showing fragmenss of 1,908 bpand 1,523 by lane 10, farlh2 of
the prohand’s mother showing fragmens of 1,191 bp; lane 11, farlh 1 of dhe prabands daonghrer showang fragmens of 1308bpand 1,323 by ne 12, fasl b2
of probands dagghers showing fragmentof 1,191 by, lanel 3, T th-d of prohand’s swer showing fragmens of 1,908 hp; lane 14, gl b2 of proband's ssner
showing fragmene of 1,191 bp. Ahhreviasions: by, base paieg; Kh, kilohase pair.

fragmenms of 1,77 bp and 1,323 b, respectively (Fig. 1) Carmiems
present bagments of LB, L7786, 1,323 and 1,191 bp, acoeding o
the heteroey gote partem.

We anahmed 2 group of 150 patients with severe FLA {FWVITLC «1%)
from a single cemsre for the presence of Invl, Among eight patienss
with Invl, we found one parient with an aherran: hand patrem. We
mvestigated the patrern of amplificarion in this patienr and abo
analysed the presence of Invl in his famiy memhers. The abnommal
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pattem af Inv] m the proband showed that the PCR for nelle I yiekded
one fragment of 1,323 bp |mmrespmding to the hybrd inelh-241
indicating an inversion) and PCR dor i -2 vielded ane fagment of
1,191 bp jcomespondmg to the nommal imelh-2k The 1,323bp
fragment resolted from the combination of ohgomcleotides Int1h-2F/
el and the fragmem of 1,191 bp resuked from the combination of
oligonuclentides Intlh2R/2F, According wm mformation from the
mather, she had two children with haemophiliz, esablshing a
condigon of oblga® camier of haemophilia A, When we performed
the st with usual combinedons of elignoucleatides, 9F- int1h-2F -5
{reacrion 1] and 9F- intlh-2F - imnt1h-2R {reaction 2} for anabss of
family members, we found thar the prohand’s mother and daughrer
were camiers of the same genetic pattern as the prohand while the
protand’s sister did noe show Invl {Fig. 1)

To our knowledge, this is the first repont describing this abermant
band pattern. Sukarova et al repored rwo cases with an abnormal
Inv] pattern in Macediini which, however, was different trom dhe one
reponed here |5), Preliminary experimems sugges that the defect

reponied here is cue m the presence of an exwra int Il copy, mediasing
the recombinanion evenr,

In conclusion, we present the case of 2 pagem with severe HA wath
an aherrans patrem of Imv 1 not reported 1o date. This cuse confirms the
impartance of detecting the Inv] and iusrrates the complec maleqular
mechamsms amocizted with HA
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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 (FVIIl) 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, ¢.6876_6877insT,
€.2295 2296del, ¢.2962_2963insGT, ¢.1233_1234insT, c.4866_4868 del) (n=7),
nonsense mutations (c.3981G>T, ¢.88G>T, ¢.2440C>T, c.2344G>T, c¢.5878C>T,
c.5032C>T, ¢.3119T>G, ¢.2372G>A, ¢.6496C>T, ¢.1063C>T) (n =16) and missense
mutations (c.6046C>T, c.901C>T)(n = 3). Ten mutations (c.3134 3135insC,
€.6876_6877insT, ¢.3982C>T, c.3780C>G, c.2295 2296del, c.2962_2963insGT,
€.1233_1234insT, ¢.2344G>T, ¢.3119T>G, ¢.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 (F38).
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 FVIll-containing products.
Immunotolerance induction (ITl) 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/mI(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 - Fundacao HEMOMINAS, Minas Gerais, Brazil and Hemocentro de
Campinas, Campinas, Sao 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 Ul/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 /Il
(ELISA), anti-HCV (ELISA), anti-HTLV I/l (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 (Wwww.hgmd.cf.ac.uk/)*> 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 l/ll, hepatitis B and C, and HIV
I/ll. 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.
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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,  ¢.2295 2296del, ¢.2962_2963insGT,
€.1233_1234insT, c.4866 4868 del), 10 nonsense mutations (c.3981G>T, ¢c.88G>T,
€.2440C>T, ¢.2344G>T, ¢.5878C>T, <¢.5032C>T, ¢.3119T>G, <c.2372G>A,
€.6496C>T, ¢.1063C>T) and 2 missense mutations (c.6046C>T, c.901C>T) (Table
1). The missense mutation ¢.6046C>T was present in two patients, the nonsense
mutation ¢.5878C>T was present in 4 patients, the nonsense mutation ¢.3982C>T
was present in 2 patients and the frameshift mutation ¢.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 , ¢.6876_6877insT, ¢.3982C>T, c.3780C>G, c.2295 2296del,
€.2962_2963insGT, ¢.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 (¢.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/ll, hepatitis B and C, and HIV /Il
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 ITlI

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 Fundacdo 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,  ¢.2295 2296del, ¢.2962_2963insGT,
€.1233_1234insT, c.4866 4868 del), 10 nonsense mutations (c.3981G>T, c.88G>T,
€.2440C>T, ¢.2344G>T, ¢.5878C>T, <¢.5032C>T, ¢c.3119T>G, <c.2372G>A,
€.6496C>T, ¢c.1063C>T) and 2 missense mutations (c.6046C>T, c.901C>T). Ten
mutations  (c.3134_3135insC, ¢.6876 6877insT, ¢.3982C>T, ¢.3780C>G,
€.2295 2296del, ¢.2962 2963insGT, c¢.1233_1234insT, c¢.2344G>T, c.3119T>G,
¢.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 FVIIl. On the contrary, only
5/50 (10%) of genotyped patients from Fundacdo 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/1l, HTLV I/ll, 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
z 5 SEROLOGICAL TESTING
| E .
S |5 GZ Z x S
L = - = = — w (@] T
E o= = = — = o)) m m =
Elw < = |l = > S| E | £ |E
w | & =) =) 2| E|a| €] &<
o|F w= = Z| T T T < <
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 Nl 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 Nl 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
16 | Substitution | Polymorphism c.3780C>G (B) EX14 R
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
22 | Substitution* | polymorphism c.3981G>T (B) EX14 NR
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) EX7 N NR| NR| NR| NR| NR
25 | Substitution | polymorphism c.3864A>C (B) EX14 NR
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
27 | Substitution | polymorphism c.3780C>G (B) EX14 NR
28 | Inversion Rearrangement | inv22 Nl NR| NR] NR|] NR| NR| NR
29 | Inversion Rearrangement | inv22 Nl NR| NR | NR| NR R R
30 | Deletion* Frameshift €.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 Nl NR| NR| NR| NR| NR R
35 | Inversion Rearrangement | inv22 N| NR| NR| NR| NR| NR| NR
36 | Substitution | Nonsense €.2440C>T (B)EX14 | N| NR| NR| NR| NR R R
37 | Insertion* Frameshift €.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 €.1233_1234insT (A2) EX8 N NR| NR| NR| NR| NR
40 | Substitution | Polymorphism c.3780C>G (B) EX14 R
41 | Substitution* | Nonsense €.3982C>T (B) EX14 N NR| NR| NR| NR| NR
41 | Substitution | polymorphism c.3981G>T (B) EX14 NR
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
44 | Substitution Polymorphism c.3780C>G (B) EX14 NR
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 €.2440C>T (B) EX14 | X| NR| NR| NR| NR| NR| NR
50 | Substitution* | Nonsense €.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_4868del (B)EX14 | P| NR | NR | NR R| NR R
66 | Substitution* | Nonsense €.5032C>T (A3)EX14 | P| NR NR NR R R R
67 | Inversion Rearrangement | INV22 Nl NR| NR ]| NR R | NR R
68 | Substitution | Missense €.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 (BYEX14 |N| NR| NR | NR R| NR| NR
73 | Inversion Rearrangement | inv22 Nl 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 €.2372G>A (B) EX14 | N| NR| NR | NR R| NR| NR
78 | Inversion Rearrangement | inv22 Nl 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 €.6496C>T (CHEX23 | N| NR| NR| NR| NR R R
83 | Inversion Rearrangement | inv22 Nl NR| NR ]| NR R| NR| NR
84 | Inversion Rearrangement | inv22 N| NR| NR| NR R| NR| NR
85 | Substitution | Nonsense c.1063C>T (A)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 €.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 DNA™ 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 ((2X174 DNA/BsuRI(Haelll) 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 int71h-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, quantitve PCR and primer walking tests are underway to
elucidate the molecular event.

Results: Our results point to a third int7h-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 (Xg28) 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 inf22h-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 containing 1,5 mM MgCl; 20 mMTris-HCI (pH8,7), 50 mM
KCI and 1 U of Taq polymerase (Fermentas, Vilnius Lithuania). After an initial
denaturation at 95° C for 5 min, thirty cycles of PCR were carried out at 94°C for 30

seconds, 65°C for 30 seconds and 72°C 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
Hinfl to initiate the analysis. The genomic DNA of index patient was digested with the
restriction enzyme Hinfl. 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
hinfl in the flanking regions int1h-1. The restriction sites for Hinfl 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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1.908 bp
@ 1.323 bp
1.191 bp

F M —» carrier

1.908 bp
1.191 bp

—» non-carrier

5 A P

1.323 bp 1.908 bp

1.191 bp 1.323 bp

—+ inversion 1191 bp
—>» carrier

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

oF 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,9¢cR OF Int1h-2F Int1h-2R
Without INV1 (9F/9cR)1908 bp (Int1h-2F/Int1h-2R)1191 bp
With INVA (Int1h-2F/9¢cR) 1323 bp  (Int1h-2R/9F) 1726 bp
carriers (9F/9cR) 1908 bp (Int1h-2F/Int1h-2R) 1191bp

(Int1h-2F/9cR) 1323 bp  (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™ 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 int1th-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™ 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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Int1h-2R Int1h-2F 9F 9cR

Wild type
1191pb 1908pb
Int1h-2R 9F —= -«
FVIIlintron : Int1h-2F 9cR
1 inversion
1776 1323pb
Int1h-2R Int1h-2F Int1h-2F 9cR
Proband
1191pb 1323pb

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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2R oF OF oF 9cR
1191pb ? 1323pb
B)
...... X «— —» - E— s —
OF 2R Int1h2F Int1h-2F 9¢cR
l?
: 1191pb 1323pb

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
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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 TCACTAATATGCCTTTGT C 22
100FB GTG TCC GTC CCT CTC CTT TCG 21

Combination of primers

9F 100RA Fragment of ~700pb
oF 100RB No amplification

oF 9cR No amplification
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: Int1h-2F = : oF i : Intth-2F 9%cR  :
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Figure 5. Schematic representation of the strategy to locate the defective copy of
int1h-1
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5 Consideragoes Finais

O Brasil tem a terceira maior populagdo mundial de pacientes com hemofilia.
Estudos focados na caracterizagdo molecular das hemofilias sdo escassos no
Brasil. O objetivo geral deste estudo foi o de caracterizar, em nivel molecular, uma
coorte de pacientes com hemofilia A grave atendidos na Fundagdo 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 mutacdes exibidas por pacientes com hemofilia A grave, sendo algumas destas
mutacdes novas, aqui descritas pela primeira vez. Este achado pode ser explicado
pela expressiva miscigenacao racial presente em nossa populacao.

Ainda, foi encontrada uma mutacdo da inversdo do intron 1 com padréao
aberrante, tendo sido aqui descrita pela primeira vez. Sua caracterizagéo, em nivel
molecular, encontra-se em andamento, mas esboca a existéncia de um padrao
complexo de alteragdo genética. De forma semelhante, observou-se uma grande
heterogeneidade de mutagdes em associagdo com a presenca de inibidores
persistentes. Nao houve, entretanto, associacdo de mutagcdes especificas com esta
complicacgao.

Este achado contradiz alguns trabalhos que relataram maior prevaléncia de
mutacdes especificas com o desenvolvimento de inibidores. Ainda, ndo houve
associagao de inibidores com fatores que desafiam o sistema imunolégico, tal como
a presenca de infecgbes virais transmitidas por hemocomponentes e
hemoderivados. Estes achados demonstram que a formagcdo de inibidores em
pacientes com hemofilia A € um evento multifatorial e para ao qual colaboram outros
fatores além do genétipo de F8. Este estudo € uma primeira abordagem deste
complexo problema, cujos esclarecimentos estardo condicionados a novas analises
envolvendo principalmente aspectos do sistema imune do paciente e intensidade do

regime de tratamento.

- 124 -



6 ANEXOS

6.1 Recomendacao do sub comité cientifico em fator VIII e IX do Comité cientifico e
padronizacao da “International Society on Thrombosis and Haemostasis”.

FPosted on ISTH Website 29 November, 2000
Scientific and Standardization Committee Communication
Definitions in Hemophilia

On behalf of the Subcommitize on Factor VI and Factor X of the Scientific and Standardization
Committee of the Internaticnal Society on Thrombosis and Haemostasis

Gilbert C. White, I, Frits Rosendaal, Louis M. Aledort, Jeanne M. Lusher, Chantal
Rothschild, Jergen Ingerslev, on behalf of the Factor VIl and Factor IX Subcommittee.

Classification of the severity of hamophilia

Classification of the severity of hemophilia has been based on either clinical bleeding symptoms
or plasma procoagulant levels. The most widely used classification iz based on plasma
procoagulant levels, with persons with <1% factor defined as severe; 1-3% or 1-7%% as
moderately severe; and =3% or =7%, as mild. At the same time, classification based on clinical
symptoms has been used because occasional patients with a factor VIII or factor I level <1%
exhibit little or no spontaneous bleeding and appear to be clinically moderate or nuld and.
conversely, occasional patients with procoagulant activittes of 1-3% may have frequent
spontaneous bleeds and appear to be clinically severe. This dual classification system has been a
source of some confusion especially in clinical trials where occasional individuals with 2-4%
factor levels have been enrolled as severe hemophiliacs. While it 1s recogmzed that such
individuals may mdeed have a phenotypically severe form of hemophilia, the inclusion of these
individuals, for example, in studies evaluating the development of antibodies, mav confound the
resulis.

Accordingly, the Factor VIII and Factor I3 Subcommittee recommends that plasma procoagulant
levels, rather than clinical bleeding symptoms. be used preferentially for the classification of
hemophilia, with the levels shown in Table 1.

Table 1.
Classification of hemophilia A and hemophilia B
Factor level Classification
severe
= 0.01 IU/ml (<1% of normal)
moderate
0.01 - 0.05 TU/ml (1%-5% of normal)
mild

> 0.05 - <0.40 TU/ul (>5%-<40 % of normal)

Where normal 15 1 IU/ml of factor VIIIC (100%), as defined by the current World Health
Organization International Standard for Plasma Factor VIII:C (as distributed by The National
Institute for Biological Standards and Control, Potters Bar, Hertsfordshire, UK).

* Correspondence to: Gilbert C. White, II, MD, Division of Hematelogy Oncology, CB# 7035, UNC School of
Medicine, Chapel Hill, NC 27559-T035, tel: 915 966 3311, fax: 919 566 7639, email: gewhite@med. unc.edu
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6.2 Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa da Fundagao

Hemominas

Comissio Macional de Erica cm Pesquisa - CONEP
Comitd de Etea em Pesquisa da Fundacio Hemominas

FPARECER CONSUBSTANCIADD

MINISTERIO DA SAUDE
a Consciho Nacioml de Satide

I Tilo do Projio de Pesgquiss

Casncien Mdolecular dn deficidneia hereditiria de fator %111 cm pocs hemofilicos do Estado de Mamas Gierads
n -

1. Namese de sujsiios 3. Grupos Especiais; Menor de 18 anos (x)  Portador de deficidncia mental { )

Mo Centro: 101 Embrifioffeta{ ) Relaglio de dependincia (militares, presidifrios. )( ) Outros( )

Tatal: 161 Miio se aplica oo

EOUISADOR RESPONSAVE i

4 MNome: Suely Meireles Rerende

5 Institubgiio o que perience’ Fundagio Hemominas

6, Mome: Fandac®o Hemominas

7. Unidade/rpio: Hemocentro de Belo Hortzonte/Setor de Pesquisa

#. Participacio Estrangeirn: Sim (3 Niio (X)

9, Projelo Multiclnirica;  Sim{ ) Nio (X} Naclonal (X) Intermacional { )

PATROCINADOR  Nia se aplica ()

10, Mome: T nflo6 " HemarmnGu?

: o DE “CEP
1. Dats de Emrads; 16 /7.2 /02 | 12.Regisono CEF: 0G5 13, Data de andlise: 1//3 /03

13, Objelives. A)Camcierizar as bases moleculares da hemofilia A grive em nossa populagio de hemwfilicos:
Em:hnmtu'ﬁ%ﬂMﬂmﬂmm:ﬂmmumcmNmﬂnmmfm
sconseihamento genético ¢ reduglio da propagacio da doenga D)Estabelecer a prevalincia de hemafilia “de nova™ na
populacio estdads E)Propor condutas clinicas individunlizadas quando apliciveis F)Formar © apamorar recursos
humanas G)implementar novas técnicas para pesquisa e propedéutica em hemofiila,

1%, Sunmirio do Projeio:

A hemofilia A € caracicrizada pela deliciéneta na produgio do fator V1! da coagulagho e pode ser de cansa herediting ou
ﬂqu&iﬂﬂnwﬂnd:nmhmdhﬂh,&umdmmﬂnuuﬂpwmmﬁumpu'l-:mtmdnﬂunlhnr"-"ltl
De acordo com o nivel de Buar VI no plasma, o doenca & carmeterizada em formas leve, moderada o grave (faor VLI 6-
0%, 1-5% ¢ menos de (%, respectivamente), A hemofilin A nfeta 1 5000-1: 100000 homvens, segundo mﬂmm
inlemacionais. Endreianto, os cstudes de hemofiliz A no Basil sio escassos, ¢ dos existentss. nenhum dedes objetivou
mmmmwmmummumumwummhdmwm
nossa populagho permitiri relacionar aipuns defeitos genélicos so desenvolvimemo de mibidores de fmor VIl e
possibilitard a proposiclo de medidas clindcas ¢ terapbuticas diferenciadas.

16, Comenthrio dos Relatores
0 projeto csth adoquade s Moomas da Resologio 196056,

l.; et

Aprovado (X) Pendénciad | Mo Aprovado { |}
Drata; 114372003 Datn: D

I8 Encaminbo n CONEP 19. Coordenador

O dades acima parm regisre { ) —

L] | | -3 -
pl?.hlnpl AT == pssinan

Liicia Eigénia Cr. Nunes
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6.3 Parecer do Comité de Etica do Centro de Pesquisa René Rachou

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundac¢fo Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisa René Rachou

Comité de Etica

PARECER N° 11/2007 — CEPSH- CPqRR
Protocolo CEPSH/CPgRR n°: 04/2006

Projeto de Pesquisa: “Caracterizago molecular da deficiéncia de fator VIII em pacientes hemofilicos do estado
de Minas Gerais”

Pesquisador Responsavel: Guilherme Corréa de Oliveira

Instituicdo: Instituto René Rachou

Data de entrada no CEP: 20/02/2006

Ao se proceder a analise do protocolo em questéo, apds consideradas as respostas as pendéncias anteriores,
constatou-se que as informagBes enviadas atendem aos aspectos fundamentais da Resolugdo CNS 196/96,
sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa envolvendo Seres Humanos.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Centro de Pesquisa René Rachou /
FIOCRUZ, de acordo com as atribuicdes da Resolugéo 196/96, manifesta-se pela homologacdo do projeto de
pesquisa proposto, bem como do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Situagdo: PROJETO APROVADO

Belo Horizonte, 24 de abril de 2007.

Jodo Carlos Pinto Dias -
Coordenador do CEPSH- CPqRR
Dr. Jodo Carlos Pinto Dias

COORDENADOR
COMITE DE ETICA

Av. Augusto de Lima, 1715 - Barro Preto, 30190-002, Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: 55 0xx31 3295 3566 (ramal 181) Fax: 55 0xx31 3295 3115 http://www.cpqrr.fiocruz.br
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6.4 Carta-convite aos possiveis participantes da pesquisa

CARTA-CONVITE

Belo Horizonte, de 20

Tomo a liberdade de Ihe escrever esta carta para convida-lo a participar de uma
pesquisa a ser iniciada na Fundacdo HEMOMINAS.

Estarei coordenando uma pesquisa que pretende estudar as causas genéticas da
hemofilia A para que possamos compreender melhor esta doengca em nosso meio.
Inicialmente estou convidando os pacientes portadores de HEMOFILIA A GRAVE, como é
0 seu caso.

Varios beneficios serdo advindos desta pesquisa, tais como a determinacdo do
defeito genético que causa a sua hemofilia e a determinagdo da condi¢do de portador do
gene da hemofilia no caso de mées, irmas e outras parentes de hemofilicos. A identificagéo
do defeito genético que causa a sua hemofilia &€ extremamente importante para avaliar a
sua predisposicdo ao desenvolvimento de inibidores, resposta futura a terapia génica e
aconselhamento genético. Sendo assim, esta pesquisa sera importante pois ira trazer
enormes beneficios para vocé e sua familia.

Os resultados deste estudo serdo mantidos em segredo, podendo ser
informados somente a vocé. Caso sejam apresentados, serdo mostrados em conjunto sem
dizer que aquele teste € o ,seu ou de fulano®

Para que vocé seja incluido neste estudo é preciso que vocé seja examinado por
um médico hematologista do ambulatério do HEMOMINAS e que sejam colhidos 5 ml do
seu sangue para realizacao de exame de DNA (para que possamos determinar o defeito
genético associado a sua hemofilia). Nao é necessario estar em jejum absoluto.

Sendo assim, solicitamos a vocé que telefone ao ambulatério da fundagio HEMOMINAS
(3248 4596) e marque um horario com as secretarias (quando telefonar dizer que a consulta é para
participar da pesquisa de hemofilia A grave). Estaremos marcando horarios diferentes para facilitar a
participago de todos os pacientes e forneceremos atestado de comparecimento para fins de trabalho

e/ou escola.

A sua presenca ¢ muito importante. Participe!!!

Agradecemos desde ja a sua colaboragéo.
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6.5 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HEMOMINAS

CONSENTIMENTO PARA PESQUISA

Estamos convidando vocé para participar da pesquisa ‘Caracterizacdo molecular da
Deficiéncia Hereditaria de Fator VIIl em pacientes Hemofilicos do Estado de Minas
Gerais’, para que possamos compreender melhor a hemofilia em nosso meio. A hemofilia A
€ causada por defeito no gene que é responsavel pela formacao do fator VIl (o fator que é
deficiente no sangue dos hemofilicos A).

Gostariamos de entender:

1- Quais sao os defeitos genéticos que levam a hemofilia A grave no nosso meio;

2- Qual a relagéo desses defeitos com a gravidade da doencga;

A partir de entdo poderemos:

1-Diagnosticar as mulheres portadoras do gene da hemofilia em sua familia;

2-Oferecer orientacao familiar para as pessoas interessadas da sua familia.

A sua participacao neste estudo é fundamental e consiste na doacido de um tubo (5 mi
no total) de sangue venoso para que seja realizado exame de DNA (para que possamos
determinar o defeito genético associado a sua hemofilia).

O unico risco para vocé estara relacionado a coleta de sangue (p. ex. a possibilidade de
um hematoma no local da puncido venosa). Entretanto, varios beneficios serdo advindos
desta pesquisa, como dito acima.

Os resultados deste estudo serdao mantidos sigilosos, podendo ser informados somente
a vocé. Caso sejam apresentados, serdo mostrados em conjunto sem meng¢ao de nomes ou
quaisquer outros meios que possam identifica-lo.

Eu li e entendi o exposto acima sobre a pesquisa e consinto na minha participag@o. Tenho liberdade de

retirar o meu consentimento em qualquer fase da pesquisa, caso ndo queira continuar participando da

mesma.
Assinatura Data.__ /[
Nome do participante: No. Prontuario:

Endereco residencial:

Bairro: Cidade: Telefone:

Endereco profissional: E-mail:

Pesquisador
Telefone para contato com o pesquisador: (031) 3248 4586

Telefone para contato com o Comité de Etica: (031) 3248 4587
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6.6 Ficha de Avaliacao Clinica

Fundagio Centro
de Hematologia e

Hel

moterapia
Minas Gerals

HEMOMINAS

“Caracterizagdo molecular da deficiéncia hereditaria de fator VIl em pacientes
hemofilicos do Estado de Minas Gerais”

FORMULARIO DE EXAME CLINICO

Dados gerais

Nome: | No. Prontuario.
Data de nascimento: ‘ Cidade onde nasceu:
Profiss&o: | Nome da mae:
Endereco atual: | CEP.:
Bairro: | Cidade: | Estado:
Telefone/e-mail:

Dados da doenga atual
Diagnéstico: |certeza? sim ( ) ndo ( ) Se pendéncia, qual?
Hemofilia: grave ( ) moderada ( ) leve ( ) Nivel de fator VIII ao diagnéstico:
Presenca de inibidor: sim ( ) ndo ( ) nunca ( )
Niveis de inibidor (preencher tabela, favor usar outro espaco s/n)
Data |_/ [/ |/ 1 |\ 1 |_J I A e D A A B
Inib

Em programa de terapia domiciliar? sim ( )ndo ()  Grupo sanguineo

Em uso de aproximadamente

unidades de fator VIII (semana/ més/ano)

Histéria hemorragica

Idade do primeiro sangramento: Onde?

Hematomas espontaneos sim ( ) n&o ( ) nunca ( )

Hemartroses sim ( ) ndo ( ) nunca ( )

Joelho Direito sim ( ) ndo ( ) nunca ( ) frequéncia

(semana/ més/ano)

Joelho Esquerdo sim ( ) ndo ( ) nunca ( ) frequiéncia

(semana/ més/ano)

Cotovelo direito sim ( ) ndo ( ) nunca ( ) frequéncia

(semana/ més/ano)

Cotovelo esquerdo sim ( ) ndo ( ) nunca ( ) frequéncia

(semana/ més/ano)

Punho direito sim ( ) ndo ( ) nunca ( ) freqliéncia

(semana/ més/ano)

Punho esquerdo sim ( ) ndo ( ) nunca ( ) freqiiéncia

(semana/ més/ano)

Ombro direito sim ( ) ndo ( ) nunca ( ) freqiiéncia

(semana/ més/ano)

Ombro esquerdo sim ( ) ndo ( ) nunca ( )freqiéncia

(semana/ més/ano)

Tornozelo direito sim () ndo ( ) nunca ( ) freqiiéncia

(semanal/ més/ano)

Tornozelo esquerdo sim () ndo ( ) nunca ( ) freqiiéncia

(semana/ més/ano)

Outros sangramentos

1- freqliéncia
2- frequéncia
3- freqiiéncia

Pratica alguma atividade fisica? Qual?

(semana/ més/ano)
(semana/ més/ano)
(semana/ més/ano)
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Historia de trombose? sim (..) ndo ( ) Em caso afirmativo, onde?
Relacdo com uso de concentrado de fator?

Histéria pregressa

Outras doencas: sim ( ) ndo ( ) Quais?

Uso de medicamentos: sim ( ) ndo ( ) Quais?

Internagdes: sim ( ) ndo ( ) Detalhar:

Cirurgias: sim ( ) ndo ( ) Quais?

Possui: carro proprio () passe BHTRANS (..) anda a pé ( ) n&o precisa ( )

Perfil sorolégico
(realizado a cada seis meses conforme rotina do servigo)

Data do ultimo exame: [

Reacdo de VDRL Sifilis (hemaglutinacdo indireta)
T. cruzi RIF Chagas (hemaglutinacéo indireta) ELISA
HbsAg Anti-Hbc (1gG + 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/1l (ELISA)

Outros

Histdria familiar

1- Outros casos de hemofilia/doenga hemorragica na familia? sim ( ) ndo ( ) ndo sei ( )
2- Citar nomes de outros parentes atendidos no HEMOMINAS

3- Desenhar arvore genealégica e identificar os nomes dos familiares

| Exame fisico
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Cor

Cor da pele na parte anterior do antebrago: 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 ( )
Labios: finos ( ) médios ( ) grossos ( )

Pulso: PA: Palidez mucocutanea:

ACV: Ausculta cardiaca

AR: ausculta respiratoria

Abddémen: figado baco linfonodos

Outros

Sequelas de hematomas e hemartroses (descrever)

Outras observagdes

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 PRONTUARIO
DATA NATURALIDA
NASC. DE
NOME DA
MAE
ENDERECO
DADOS SOROLOGICOS (EMITIDOS EM ....../......[.......)
MARCADORES | METODOLOGIA RESULTADO OBSERVACAO
REACAO DE SOROLOGIA
VDRL
SIFILIS ELISA
T. CRUZZI RIF
CHAGAS HEMAGLUTINACAO
INDIRETA
CHAGAS ELISA
HBS-Ag SOROLOGIA
ANTI-HBC (IgG+ | SOROLOGIA
IgM)
ANTI-HCV SOROLOGIA
ANTI-HIV I ELISA
ANTI-HIV 11 ELISA
ANTI-HTLV I/Il | ELISA
DADOS SOBRE HEMOFILIA A
DATA DE DIAGNOSTICO
MENOR NIVEL DE FATOR
REGISTRADO
DATA 1* INFUSAO DE PRODUTO
COM FVIII
CASOS DE HEMOFILIA NA FAMILIA
(NOMEAR)
CASOS DE INIBIDOR NA FAMILIA
(NOMEAR)
DIAGOSTICO MOLECULAR
DADOS SOBRE INIBIDORES
PRESENCA DE INIBIDOR ( )SIM ( )NAO
DATA DE RESULTADO/DOSAGEM DOSAGEM DE FATOR VIII OBSERVACA
DOSAGEM 0
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