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RESUMO

Elucidacdo da correlagcdao genétipo-fen6tipo em patologias subdiagnosticadas:
Hipofibrinogenemia, Disfibrinogenemia e tendéncia trombética por niveis
elevados de FVIII

O estudo molecular de doengas hemorragicas/trombaticas subdiagnosticadas tem sido um
desafio muito complexo onde, muitas vezes, nao se consegue obter um diagnostico final. A
evolugao de metodologias como o MLPA e o NGS vieram introduzir beneficios substanciais
na pratica clinica no que concerne ao diagnostico de doengas hematoldgicas, especialmente
em patologias em que existe uma grande heterogeneidade genética por fungao pleiotropica
das proteinas envolvidas.

Neste estudo pretende-se identificar gendtipos associados quer a défices de fibrinogénio
quer a eventos trombéticos em idade jovem associados a niveis elevados de FVIIl. Recorrendo
as mais recentes tecnologias de NGS e MLPA, pretendem-se detetar variantes nos genes, FGA,
FGB, FGG e F8 permitindo uma melhoria na analise da correlagao genétipo-fenotipo.

Estudaram-se dois grupos distintos de doentes: um grupo com patologia hemorragica e/ou
trombaotica associado a défice de fibrinogénio e outro grupo com histéria de trombose e niveis
elevados de FVIII.

Para o estudo dos genes do fibrinogénio: FGA, FGB e FGG, as amostras de |6 propositos, e
7 familiares foram analisadas por NGS e MLPA. Os |6 propositos (8 mulheres, 8 homens),
mediana de idade 28 anos (3-58 anos) que apresentavam niveis de fibrinogénio baixo com
mediana de 145 mg/dl (intervalo 46-203 mg/dl) ou com suspeita de disfibrinogenémia.

Para o gene F8 foram estudados pela técnica de MLPA, 30 individuos (7 homens e 23
mulheres), mediana de idade 34.5 anos, com historia clinica ou familiar de trombose e niveis
elevados de FVIII:176% + 39.5(176 - 305%). Estudou-se em simultaneo um grupo controlo de
25 individuos com as mesmas caracteristicas, FVIIl 186% + 69 (150 — 469%) mas com idade
superior a 50 anos, mediana 62 (51- 89 anos).

Através do método de NGS, em || dos 16 propositos (68,75%) foram identificadas
variantes que justificavam os fenétipos de hipofibrinogenemia (ligeira, moderada e severa) e
disfibrinogenemia. No total, detetaram-se 14 variantes diferentes que apresentavam a seguinte
distribuicao pelos 3 genes do fibrinogénio: 7 no gene FGA (50%); 4 no FGB (29%) e 3 no FGG
(21%). Todas as variantes estavam em heterozigotia sendo a maioria missense: 12 missense
(86%), | nonsense (7%) e | sinénima (7%). De acordo com a literatura, a maioria das variantes
patogénicas foram identificadas no gene FGA e dominio E do cluster fibrinogénio, tendo sido

também neste dominio que se identificaram fenotipos mais severos.
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As amostras de 5 propositos que nao apresentaram variantes que justificassem o fenotipo
apresentado foram estudadas pela metodologia de MLPA (utilizando-se sondas sintéticas
desenhadas e otimizadas neste estudo) para a presencga de grandes dele¢oes ou duplicagoes.
No entanto, nao foram identificas delegoes/duplicagoes nos genes FGA, FGB e FGG. Os doentes
estudados para a duplicagao parcial do gene F8, nao apresentaram alteragoes moleculares por
MLPA. Contudo, esta estratégia ficou implementada no algoritmo de estudo destas patologias
no laboratorio.

Este estudo permitiu concluir que embora seja necessario estudar um maior numero de
individuos e familias os estudos moleculares nos genes do fibrinogénio (FGA, FGB e FGG) e F8
permitem identificar subgrupos de doentes que se encontram em maior risco de desenvolver
eventos hemorragicos/tromboticos associados a deficiéncias de fibrinogénio e a niveis

elevados de FVIIl e, deste modo, permitir medidas profilaticas e um tratamento mais eficaz.

Palavras-chave: Diagnéstico Molecular; Correlagao Genotipo-Fenétipo; MLPA; Deficiéncias

de Fibrinogénio; Niveis elevados de FVIII;
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ABSTRACT

Elucidation of genotype-phenotype correlation in underdiagnosed pathologies:
Hypofibrinogenemia, Dysfibrinogenemia and thrombotic tendency by increased

FVIII levels

The molecular study of underdiagnosed haemorrhagic/thrombotic diseases has been a
very complex challenge where a final diagnosis is often not achieved. The development of
methodologies such as MLPA and NGS have introduced substantial benefits in clinical practice
regarding the diagnosis of haematological diseases, especially in pathologies where there is a
great genetic heterogeneity due to the pleiotropic function of the proteins involved.

This study aims to identify genotypes associated with both fibrinogen deficits and
thrombotic events at a young age associated with high levels of FVIII. Using the most recent
technologies NGS and MLPA, we intend to detect variants in genes, FGA, FGB, FGG and F8
allowing an improvement in the analysis of the genotype-phenotype correlation.

Two distinct groups of patients were studied: one group with haemorrhagic and/or
thrombotic pathology associated with fibrinogen deficit and another group with a history of
thrombosis and high levels of FVIII.

For the study of the fibrinogen genes: FGA, FGB and FGG, the samples of 16 probands,
and 7 relatives were analysed by NGS and MLPA. The |6 probands (8 women, 8 men), median
age 28 years (3-58 years) who had low fibrinogen levels with a median of 145 mg/dl (range 46-
203 mg/dl) or suspected dysfibrinogenemia.

For the F8 gene, 30 individuals (7 men and 23 women) were studied by MLPA
technique, median age 34.5 years, with clinical or family history of thrombosis and high levels
of FVII:176% + 39.5(176 - 305%). Simultaneously were studied a control group of 25
individuals with the same characteristics, FVIIl 186% + 69 (150 - 469%) but aged over 50 years,
median 62 (51- 89 years).

Using the NGS method, in || out of 16 probands (68.75%) variants were identified
that accounted for the phenotypes of hypofibrinogenemia (mild, moderate and severe) and
dysfibrinogenemia. A total of 14 different variants were detected, distributed among the 3
fibrinogen genes as follows: 7 in the FGA gene (50%); 4 in FGB (29%) and 3 in FGG (21%). All
variants were heterozygous and most were missense: |12 missense (86%), | nonsense (7%) and
| synonymous (7%). According to the literature, most pathogenic variants were identified in
the FGA gene and domain E of the fibrinogen cluster, and it was also in this domain that the

most severe phenotypes were identified.



The samples of 5 propensities that did not present variants justifying the phenotype
presented were studied by MLPA methodology (using synthetic probes designed and optimised
in this study) for the presence of large deletions or duplications. However,
deletions/duplications in FGA, FGB and FGG genes were not identified. Patients studied for the
partial duplication of the F8 gene did not show molecular alterations by MLPA. However, this
strategy was implemented in the laboratory's algorithm for the study of these pathologies.

This study concluded that although it is necessary to study a larger number of
individuals and families, molecular studies in fibrinogen genes (FGA, FGB and FGG) and F8 allow
the identification of subgroups of patients who are at greater risk of developing
hemorrhagic/thrombotic events associated with fibrinogen deficiencies and high levels of FVIII

and, thus, allow prophylactic measures and more effective treatment.

Keywords: Molecular Diagnosis; Genotype-Phenotype Correlation; MLPA; Fibrinogen
Deficiency; High Levels of FVIII;
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| - Introduciao

A hemostase € um mecanismo de defesa dinamico, complexo e equilibrado, responsavel
pelo impedimento da perda sanguinea através da formagao de um codgulo nos vasos
sanguineos quando ocorrem lesoes endoteliais. Para que tal aconteca, é necessaria uma agao
conjunta e coordenada dos vasos sanguineos, plaquetas, células endoteliais e proteinas
plasmaticas. (I, 2) O endotélio é uma superficie anticoagulante que reveste o interior dos
vasos sanguineos, mantendo o sangue no seu estado fluido. No entanto, se o vaso sanguineo
for danificado, os componentes da matriz subendotelial sao expostos. O equilibrio funcional
da hemostase € garantido por uma variedade de mecanismos, que envolvem interagoes entre
proteinas, respostas celulares complexas e regulagao do fluxo sanguineo.

Desta forma, se alguma das proteinas envolvidas neste processo sofrer uma alteragao na
sua conformacao o sistema fica, desde logo, comprometido.

Este mecanismo divide-se em 3 etapas: hemostase primaria, hemostase secundaria, ou

coagulagao, e hemostase terciaria, ou fibrindlise. (3)

I.I- Hemostase Primaria

Quando ocorre uma lesao vascular, e os componentes da matriz subendotelial ficam
expostos, verifica-se numa primeira fase um processo de vasoconstrigaio que leva a uma
reducao do fluxo sanguineo no local lesado. Quando ha uma lesio extensa, esta reagao
vascular impede a exsanguinagao. (3)

A diminuicdo do fluxo sanguineo permite o contacto das plaquetas e das proteinas
plasmaticas procoagulantes. As aminas vasoativas e o tromboxano A2 (TXAZ2) libertado pelas
plaquetas sao componentes que contribuem para a vasoconstrigao.

Assim, neste processo o elemento mais importante sao as plaquetas — células pequenas,
anucleadas que na sua superficie possuem glicoproteinas essenciais para a ocorréncia da sua
adesdao a matriz subendotelial exposta, e a libertagao dos organitos no seu interior permite a
ativagao e posterior agregacao com formagao um tampao hemostatico primario e instavel. (4)

Este processo ocorre através de interagoes com colagénio, GPla, GPlIba, GPIIb/GPllla,
fator von Willebrand (FVW), fibronectina, prostaglandinas, serotonina, ADP, integrinas, e
varios outros fatores de ativagao. (3,5)

A primeira fase, a adesao plaquetar, caracteriza-se pela ligagao das plaquetas as proteinas

da matriz subendotelial, incluindo o colagénio, GPIba e FVW. (3,5)



Numa fase seguinte, ou seja, na fase de ativacao plaquetar, ocorre a exposicao dos
fosfolipidos da superficie celular, o que permite a ativagao das proteinas pro-coagulantes. (4)

Por fim, na fase de agregacao plaquetar, os recetores GPlIb/GPllla da superficie das
plaquetas alteram-se, permitindo a ligagao do fibrinogénio para o estabelecimento de uma
ponte de ligagao entre as plaquetas. Para além disso, o ADP libertado do interior das plaquetas
promove uma agregag¢ao continua aumentando o tampao hemostasico primario instavel. (4, 3,
5,6)

Este tampao produzido é consolidado por hemostase secundaria que é gerada pela cascata
de coagulagao proteolitica que consiste numa ativagao sequencial por protedlise de varios
fatores de coagulagao (serinoproteases), que culminam na conversao do fibrinogénio em

fibrina pela agao da trombina ativada. (3,5,6)

1.2- Hemostase Secundaria

A cascata de coagulagao é um conjunto de reagdes bioquimicas de proteases e cofatores
de plasma, que caracteriza a hemostase secundaria. Por sua vez, este processo pode ser
representado pelo modelo "classico” das vias extrinsecas e intrinsecas ou pelo modelo atual
caracterizado pelas fases de iniciagao, amplificacao, e propagagao da coagulagao.

A hemostase secundaria foi durante muito tempo representada por um modelo que se
designou por “modelo classico da cascata de coagulagao”. Neste modelo, os fatores sao
ativados sequencialmente por proteodlise até que se forme um coagulo de fibrina estavel
existindo, para tal, duas vias: a Via Intrinseca (ou via de ativagao por contacto) e a Via
Extrinseca que, quando estimulada, culmina na ativagao de uma terceira via — Via Comum. (7)

Apesar, deste modelo suportar muitos estudos laboratoriais e ter ajudado a entender os
processos de hemostase secundaria, muitos estudos demonstraram que ambas as vias -
intrinseca e extrinseca - nao funcionam de modo independente, acabando este modelo por
nao explicar adequadamente como os mecanismos da hemostase in vivo ocorrem. (7)

O modelo atual da hemostase secundaria, que traduz os mecanismos in vivo, consiste em
reagcoes reguladas com grande precisao que tém lugar em diferentes superficies celulares
demonstrando como as células sao os principais participantes neste processo, dividindo-se em
trés fases: iniciagao, amplificagao e propagacao. (8, 9)

Neste modelo celular aceita-se que os mecanismos hemostaticos estao associados a trés
complexos enzimaticos procoagulantes, que envolvem proteinas dependentes de vitamina K
(Fatores I, VII, IX e X) associados a dois cofatores (FV e FVIIl), todos localizados numa

superficie membranar que contém fosfolipidos. (8)



Uma lesao no endotélio vascular permite que ocorra a fase de iniciagao deste processo,
através da exposi¢ao do FT (fator tecidular ou tromboplastina) sintetizado pelas células
endoteliais e que atua com o cofator do FVII, ativando-o. (3, 8, 9)

A formagao do complexo FT-FVlla ocorre numa superficie fosfolipidica sendo responsavel
pelo desencadeamento da ativagao dos FIX e do FX.

O FXa une-se ao Fll para permitir a formacao de trombina (Flla). O elevado nimero de
plaquetas no local da lesao vascular proporciona uma superficie necessaria para a geragao de
trombina em grandes quantidades. (3, 8, 9)

Para tal, ocorre uma fase de amplificacao, onde a trombina produzida durante a primeira
fase ativa o FV, que leva ao aumento da atividade da protrombina, e ativa também o FVIII, que
€ um cofator do FIX. (8, 9)

A ativagao destes cofatores permite a formagao do complexo protrombinase (constituido
pelo FXa em conjunto com o FVa), o qual é responsavel pela produgao de grandes quantidades
de trombina que hidrolisam o fibrinogénio libertando os fibrinopeptideos A e B. Esta acao
permite a formagao de monomeros de fibrina e, subsequentemente, através da ativagao do
FXIII pela trombina, a estabilizagao dos polimeros de fibrina. (3,5, 10, I')

Na fase de propagacao é gerado maior quantidade de FIXa que se liga a superficie das
plaquetas. O FIXa, na presenca de cilcio, liga-se ao cofator FVllla formando o complexo
tenase. Este é responsavel pela acumulagao de FX na superficie das plaquetas, ativando-o.
(9,12)

Os complexos FIXa/FVllla (tenase) e FXa/FVa (protrombinase) acumulados na superficie
das plaquetas garantem a produgio continua de grandes quantidades de trombina e,
consequentemente, a conversao do fibrinogénio em fibrina, para formar um coagulo

sanguineo. (3, 5, 8)

1.3- Hemostase Terciaria

Como foi supramencionado, é importante haver um equilibrio durante a formagao do
coagulo de fibrina, de maneira que este nao se forme em excesso. A fim de evitar o excesso
de trombina e fibrina, os anticoagulantes naturais sao ativados durante a geragao de trombina
e desempenham um papel importante no controlo da cascata de coagulagao. A antitrombina,
proteina C (PC), e proteina S (PS) sao os principais anticoagulantes naturais. (3, 5, 8)

A antitrombina (AT) (responsavel pela inativagdo da trombina através do seu cofator
heparina) e a proteina C e o seu cofator proteina S (que através da formagao de um complexo

PC-PS, induz a fibrindlise através da inativagao dos cofatores FV e FVIII). A agao destes
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anticoagulantes permite o controlo da produgao de trombina, levando a uma redugao na
formagao de polimeros de fibrina. O complexo PC-PS induz a fibrindlise e também evita a
acumulagao do excesso de fibrina na regiao lesada. (13, 14)

A fibrindlise € um mecanismo para dissolver a fibrina e reativar o fluxo sanguineo. Este
processo consiste na degradagao de polimeros de fibrina através de mecanismos enzimaticos
e regulados, que impedem a acumulagao dos coagulos nos vasos sanguineos lesados e a
formagao de trombos. (15, 16)

Para além disso, destaca-se ainda a principal via proteolitica da fibrindlise — o sistema
plasminogénio.

O plasminogénio é uma proenzima inativa precursora da enzima plasmina, catalisadora
primaria da degradacao da fibrina. (17)

A conversao do plasminogénio em plasmina ativa ocorre através dos seus dois ativadores
naturais, o Ativador do Plasminogénio Tecidular (tPA) e o Ativador do Plasminogénio do Tipo-
Uroquinase (uPA). (6, 18)

A ativagao do primeiro leva a uma lise dos coagulos de fibrina, enquanto a ativagao do uPA
esta envolvida em processos de migragao celular e oncogénicos.

Para além disso, a proteina C estimula a fibrindlise ao destruir os inibidores plasmaticos
de tPA.

No entanto, é necessario um controlo da atividade da plasmina e, para tal, exercem
fungoes o Inibidor do Ativador do Plasminogénio (PAIl) e a Antiplasmina, que se ligam ao tPA,

impedindo a conversao do plasmingénio em plasmina. (19, 20) (Figura I)
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Figura |: Esquema representativo da Cascata de Coagulagdo. Retirado de: Sang Medicine (21)



2. Anomalias no sistema hemostatico

O sistema hemostatico desempenha um papel relevante no equilibrio entre os mecanismos
procoagulante, anticoagulante e fibrinolitico. Anomalias ou défices em cada um destes
processos podem desencadear manifestagoes clinicas caracterizadas por hemorragias de
diferentes intensidades e casos de tromboembolismo venoso (TEV). (3, 5, 6, 13)

As manifestagoes hemorragicas devem-se, sobretudo, a uma deficiéncia ou auséncia das
proteinas de coagulagao especificas ou quando as plaquetas se encontram em numero
reduzido ou num estado anormal, podendo levar ao aumento do tempo de coagulagao apos
uma lesao vascular e, dai, a hemorragias excessivas que possuem gravidade variavel. (22)

Por outro lado, o fendtipo trombdtico encontra-se associado a deficiéncias nos
anticoagulantes naturais e/ou proteinas envolvidas no processo da fibrindlise, que levam a
oclusao dos vasos sanguineos devido a formagao de trombos, a nivel arterial ou venoso.
Atualmente, estudos demonstram que pode haver uma associagdo entre niveis elevados de
FVIIl e FYW e o risco de desenvolver tromboses venosas ou arteriais. Em ambos os fenotipos
as doengas podem ser adquiridas ou hereditarias. (23)

No entanto, sdo varios os casos onde as doengas genéticas sao subdiagnosticadas devido
ao facto de, por vezes os sintomas se sobreporem a outras doengas, levando a um diagnéstico
equivocado, como é o caso das deficiéncias do fibrinogénio. Por sua vez, o estudo do FVIII é
maioritariamente realizado na identificacio da Hemofilia A associada a uma escassez nos seus
niveis. Por esta razao torna-se parco o numero de estudos focados no excesso dos niveis de

FVIIL.
3. Anomalias associadas a défices de fibrinogénio

As deficiéncias congénitas do fibrinogénio sao muito raras e podem estar associadas a
alteragdes na sintese de proteinas, conformagao, estabilidade e/ou moléculas disfuncionais. O
fibrinogénio é um hexamero composto por dois conjuntos de trés cadeias homodlogas de
polipéptidos (Aa, BB e y) que sao codificadas pelos genes FGA (NM_000508.3), FGB
(NM_005141.4) e FGG (NM_021870.2), localizados no cromossoma 4. (24, 25, 26)

Consultando a Human Gene Mutation Database (HGMD) (https://www.hgmd.cf.ac.uk/)e a
base de dados Groupe d’Etude sur [I'Hémostase de Ila Thrombose (GEHT)
(https://site.geht.org/base-fibrinogene/), constatamos as variantes heterozigoticas e
homozigdticas que se encontram associadas a estes distUrbios hereditarios, refletindo a fungao

pleiotropica do fibrinogénio. (27, 28, 29, 30) Um total de 1215 variantes foram reportadas nos



genes do fibrinogénio, entre os quais 626 se encontram localizadas no gene FGA, 154 no FGB
e 435 no FGG, como indicado na Figura 2. (30)

As deficiéncias congénitas de fibrinogénio sao classificadas com base na concentragao
plasmatica como défices quantitativos (tipo |) ou qualitativos (tipo IlI). O tipo | inclui
afibrinogenemia/hipofibrinogenemia grave e hipofibrinogenemia que estio associadas a
manifestagoes hemorragicas, e que podem variar de leves a muito graves, podendo ser mesmo
letais. O tipo |l compreende a disfibrinogenemia e a hipodisfibrinogenemia, e os doentes com
este tipo de deficiéncia sao assintomaticos ou podem apresentar sintomas hemorragicos,

trombose ou até ambos. (25, 31, 32, 33)

Distribui¢cdo Variantes Reportadas

435

154

mFGA » FGE  FGG

Figura 2: Distribuicio pelos genes FGA, FGB e FGG das 1215 variantes reportadas na base
de dados GEHT

3.1- Estrutura e funcao do fibrinogénio

O fibrinogénio é uma glicoproteina plasmatica de 340 kDa sintetizada pelo figado.

Estruturalmente é constituido por 2 mondémeros idénticos, cada um constituido por 3
cadeias polipeptidicas: Aa, Bf ey, ligadas entre si através de ligagoes dissulfeto, que garantem
a estabilidade estrutural da molécula. (10, 11, 24, 26, 34, 35, 36, 37)

As letras “A” e “B” das cadeias Aa e B3 designam os fibrinopeptideos A (FpA) e B (FpB),
respetivamente, presentes nas regioes terminais das cadeias. Esta proteina carateriza-se, ainda,
pela sua estrutura simétrica, possuindo uma organizagao trinodal composta por um dominio
central E, que se dimeriza e liga através de um arranjo em superhélice a dois dominios distais
D. No dominio central encontram-se localizados os N-terminais das seis cadeias

polipeptidicas, incluindo os fibrinopeptideos A e B, enquanto nos distais se encontram os C-



terminais das cadeias B e y. E importante mencionar que o C-terminal da cadeia o também se

encontra localizado no Dominio E. (10, 11, 34, 35, 36, 37) (Figura 3)

D Region |m Ao -a-Clinker
Central Nodule ®m BB - fibrinopeptide
'y Nodule B Nodule ' (ERegion) | ® y

Figura 3: Estrutura molecular do fibrinogénio. Retirado de Guthold et al (38)

Apos a clivagem mediada pela trombina do FpA e do FpB dos N-terminais das cadeias Aa
e Bp, respetivamente, ocorre a exposicao dos locais de polimerizacao “A” e “B”, que
interagem com os seus complementares presentes nos dominios D. (10, 35, 36, 37)
e “A” interage com o seu complementar “a” na cadeia y;
e “B” interage com o seu complementar “b” no terminal C da cadeia Bp, levando

a formacao de fibras associadas lateralmente;

Apos a clivagem do FpB e a formagao de protofibrilas agregadas lateralmente, os dominios
AC dissociam-se um do outro e do dominio central, libertando novos locais cripticos para a
ligagao posterior do plasminogénio e do Fator Ativador do Plasminogénio do tipo tecidular (t-
PA). (34)

Os dominios aC ficam livres para formarem associagoes intermoleculares, os quais
melhoram a agregacao lateral durante a polimerizagao da fibrina. (Figura 4)

Assim, durante a polimerizagao da fibrina, a libertagao do FpA ocorre mais rapidamente
do que a libertagao do FpB, atingindo o seu maximo quando a formagao de fibrina esta quase
completa. Esta diferenca resulta na libertagao e ativacao sequencial dos locais de
polimerizagao, que sao necessarios para a montagem normal de fibrina. Apés a conversao do
fibrinogénio em fibrina insoluvel, a estabilizagao do coagulo ocorre pela atividade do FXIII na

presenga de calcio. (10)
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Figura 4: A trombina cliva os fibrinopeptideos A e B das cadeias Aa e BB, respetivamente, produzindo
mondémeros de fibrina insoliveis que formam redes de fibrina. A regido aC (cor verde) é responsavel pela
formacao do polimero de fibrina. Retirado de Bucay et al (34)

3.2 - Sintese do fibrinogénio

A biossintese do fibrinogénio ocorre principalmente a nivel dos hepatocitos. Para tal, no
nucleo destas células inicia-se a transcrigao das trés cadeias polipeptidicas do Fibrinogénio:
Aa, BB ey. (39,40)

Ja no Reticulo Endoplasmatico ocorre a formagao da molécula hexamérica do fibrinogénio
de uma forma coordenada (primeiro formam-se os dimeros Aay e BBy e, de seguida, para os
trimeros AaBpy. Por fim, forma-se a estrutura hexamérica (AaBBy),. (39,40)

Posteriormente, este hexamero migra para o Complexo de Golgi, onde apds ocorrerem
processos de maturagao da proteina esta é libertada para a corrente sanguinea. (39,40) O

Fibrinogénio circula no plasma a niveis de 213-422 mg/dl.
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Quando existem alteragoes moleculares nos genes que codificam o fibrinogénio podem
resultar em diminuigdo de sintese ou formagao de proteina anémala, ambos os processos
conduzem a diminui¢ao dos niveis plasmaticos. Nos défices de proteina anomala, onde estao
incluidos os défices conformacionais, a proteina pode ficar retida e nao ser secretada para o

plasma. Na figura 5 encontra-se representada o processo de biossintese do fibrinogénio.
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Figura 5: Sintese do Fibrinogénio nos hepatdcitos. Retirado de Neerman-Arbez (44)
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3.3 - Afibrinogenemia e Hipofibrinogenemia

As manifestagoes clinicas dos distUrbios quantitativos raros associados ao fibrinogénio sao
muito heterogéneas. A grande diferenga entre estas doengas reside no facto de que, enquanto
a afibrinogenemia (OMIM#202400) se trata de uma doenga hereditdria autossomica recessiva,
a hipofibrinogenemia (OMIM#202400) é uma doenca dominante. (25, 39, 41, 42)

A afibrinogenemia, caraterizada pela total auséncia de fibrinogénio, é a forma mais severa
e possui como principais sintomas os episodios hemorragicos, sendo em 85% dos casos
detetada a nascenga, devido a hemorragia leve a moderada resultante do corte do cordao
umbilical. (25, 38, 39, 41, 42)

Por sua vez, na hipofibrinogenemia, apesar de se caraterizar por baixos niveis de
fibrinogénio, o fendtipo €, na sua maioria das vezes, assintomatico. (25, 39, 41, 42)

Pese embora estas doencgas estarem principalmente associadas a fenétipos hemorragicos,
nos casos de afibrinogenemia e hipofibrinogenemia severa foram relatados eventos

trombaoticos, descritos tanto a nivel arterial como venoso. (42, 43)
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3.4 - Disfibrinogenemia e Hipodisfibrinogenemia

A disfibrinogenemia (OMIM#616004) e a hipodisfibrinogenemia (OMIM#616004) sao
ambas doencas hereditarias autossémicas dominantes. (25, 43, 44, 45,46)

Em qualquer um destes dois disturbios a maioria dos doentes sao assintomaticos podendo,
no entanto, as manifestagoes clinicas ser muito variaveis envolvendo hemorragias, como
epistaxis ou hemorragias das mucosas e, no caso da hipodisfibrinogenemia, a ocorréncia de
hemorragias espontaneas. (25, 36, 42, 44)

No entanto, a estas duas condi¢oes também lhes é associada um fenotipo trombético bem

estabelecido e recorrente, tanto a nivel arterial como venoso. (35, 42, 44)

3.5- Classificacao das doencas do fibrinogénio - ISTH

A International Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH) reclassificou os critérios para
a identificagao do tipo e severidade das doencas do fibrinogénio (indicados na Tabela 1), de
acordo com o fendtipo clinico e os niveis de fibrinogénio apresentados pelos doentes,
permitindo identificar aqueles que se encontram em risco de sofrer complicagoes quer

hemorragicas quer trombéticas.

Tabela I: Critérios de classificagdo das doengas congénitas do fibrinogénio estabelecidas pelo ISTH (47)

Tipos e Subtipos Descricao

|- Afibrinogenemia

1A fendtipo hemorragico e/ou assintomaticos

IB fendtipo trombético

2- Hipofibrinogenemia

2A. Severa Niveis de fibrinogénio funcional <0,5 g/L

2B. Moderada Niveis de fibrinogénio funcional entre 0,5 - 0,9 g/L

2C. Ligeira Niveis de fibrinogénio funcional entre | g/L e abaixo do valor normal

2D. Armazenamento Hipofibrinogenemia familiar com acumulagio histologicamente comprovada de
Hepatico fibrina nos hepatdcitos

3- Disfibrinogenemia

3A fenétipo hemorragico, trombotico ou individuos assintomaticos

variante trombética do fibrinogénio ou sofrem de episddios trombéticos com
3B historia trombética familiar de primeiro grau (familiares com o mesmo genoétipo)
sem outras consequéncias trombofilicas

4- Hipodisfibrinogenemia

4A. Severa Niveis de antigénio do fibrinogénio < 0,5 g/L
4B. Moderada Niveis de antigénio do fibrinogénio entre 0,5 - 0,9 g/L
4C. Ligeira Niveis de antigénio do fibrinogénio entre |g/L e abaixo do valor normal limite
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4. FVIll
O fator VIII é sintetizado no figado pelas células endoteliais sinusoidais e circula no sangue

com niveis de atividade (FVIII:C) entre 50% e 150%, em conjunto com FVW quando nao se
encontra na sua forma ativa. Esta associagao € importante porque o FVW permite que o tempo
de meia vida do FVIIl aumente, mantendo-o durante mais tempo na circulagao, protegendo-o
da protedlise. (23, 48, 49)

Em resposta a uma lesao, o FVIII é ativado e separa-se do FVW. A proteina ativa, o FVllla,
interage com outro fator de coagulagao chamado fator IX, potenciando a sua atividade. Esta
interagao desencadeia uma cadeia de reagoes quimicas adicionais que culminam com a
formacao de um coagulo sanguineo.

O FVIII é codificado pelo gene F8, o qual é constituido por 26 exdes e se encontra
localizado no cromossoma X. (23)

Normalmente, um défice nos niveis de FVIII (FVIII:C <50%) esta associado a Hemofilia A
(OMIM #306700), um disturbio hemorragico hereditario recessivo raro que afeta homens e,

muito raramente, mulheres. (23, 50)

4.1. FVIIl e eventos tromboticos

Os niveis elevados de FVIII (FVIII:C>150%) tém sido associados a um elevado risco de
trombose, podendo estar associadas tanto a trombose venosa como a trombose arterial.
(23, 51, 52, 53)

O conceito de estudo de trombofilia foi considerado como a tendéncia para trombose
venosa em idade jovem. Assim, deve ser efetuado o estudo de screening de trombofilia em
condi¢oes especificas que sejam muito sugestivas de hipercoagulabilidade de acordo com as
guidelines internacionais de consenso propostas pelas varias identidades: European Genetics
Foundation; Cardiovascular Educational and Research Trust; International Union of Angiology e
Mediterranean League on Thromboembolism. (54)

Estas as condigoes consistem em idade jovem (<50 anos), Trombose Venosa Profunda
(TVP) espontanea e recorrente, historia familiar de tromboembolismo venoso (TEV),
contracetivos orais e tratamento estroprogestativo, viagens de aviao de longo curso, gravidez
e resisténcia a anticoagulagao (55)

Num artigo recente, Simioni, P. et al, identificaram uma grande duplicagido com ganho de
funcao no gene F8 (representada na Figura 6), onde os doentes tinham elevados niveis de FVIII

e que se encontrava relacionada com a ocorréncia de eventos trombaticos, entre os quais,

Tromboembolismo Venoso (TEV) e Trombose Venosa Profunda (TVP). (23)
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Figura 6: Representacio do F8 constituido por 26 exdes e da duplicagio em tandem (da regido promotora,
exdo | e grande parte do intrao |) identificada por Simioni et al. (23)

5. Estratégias de diagndstico destas anomalias

As deficiéncias do fibrinogénio constituem um grupo de doengas hereditarias raras e/ou
subdiagnosticadas.

Outra anomalia subdiagnosticada é a duplicagao tandem identificada por Simioni, P. et al.
(23) em doentes que possuem FVIII:C elevados, ou uma histéria clinica de trombose.

Para se obter um diagnéstico clinico preciso nestes doentes e se conseguir estabelecer
uma relagao gendtipo-fenétipo adequada, é importante compreender a sua base molecular.

Tanto no gene F8 como nos genes FGA, FGB e FGG existe uma heterogeneidade molecular
sendo, por vezes, dificil estabelecer uma relagao fenétipo-genotipo.

O desenvolvimento de novas tecnologias ao longo dos ultimos anos, a Sequenciagao de
Sanger, o Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) e finalmente a Next Generation
Sequencing (NGS) representam um avango significativo na elucidagao das alteragoes nestes
genes. (56, 57)

O NGS é uma técnica que permitiu a melhoria do diagnéstico das doencas hereditarias,
através da sequenciagao em simultaneo de painéis de genes selecionados. (56, 57) Esta técnica
demonstrou, desde logo, uma mudanga de paradigma permitindo, nao s6, uma melhoria no
custo aplicado as técnicas de sequenciagao, como também na producao de dados de
sequenciagao macigos, levando a uma transformagao na pratica do diagnostico molecular. (56)

O MLPA consiste numa técnica semi-quantitativa de PCR multiplex, onde se recorre ao
uso de uma mistura de sondas, caraterizadas por um alvo e comprimentos Unicos, que permite
a detecao de grandes Copy Number Variation (CNV’s), grandes delegdes e/ou duplicagoes

parciais de genes em diferentes zonas do genoma. (58, 59)
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6. Objetivos

O obijetivo geral deste trabalho foi em dois grupos de doentes, elucidar a presenca de duas
anomalias subdiagnosticadas: i) défice de fibrinogénio associado a historia clinica de hemorragia
e/ou trombose; ii) aumento dos niveis de FVIII associado a historia clinica de trombose.

Os objetivos especificos foram detetar variantes nos genes F8, FGA, FGB e FGG, associadas
a estas anomalias, através do recurso as metodologias de NGS e MLPA. Deste modo,
melhorar a andlise genotipo-fendtipo, e consequentemente o diagnodstico dos doentes e

contribuir para um tratamento mais eficaz.
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MATERIAL E METODOS
Toda a componente pratica deste trabalho foi realizada na Unidade Funcional de
Hematologia Molecular (UFHM), no Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC).
Este trabalho englobou: i) a aprendizagem e execugao dos procedimentos de NGS, MLPA
e outras metodologias complementares; ii) desenho e otimizagao de sondas para MLPA; iii) a

andlise de todas as amostras estudadas e a respetiva correlagao genotipo-fenétipo.

| - Populagao em estudo

Este estudo englobou 71 individuos nao relacionados que foram estudados em 2 grupos
distintos: i) 16 individuos com suspeita de hipo/disfibrinogenemia que apresentavam histéria
hemorragica e/ou trombética ii) 30 individuos com trombose venosa em idade jovem e niveis
elevados de FVIII.

Este estudo assegura as Boas Praticas Laboratoriais (BPL) e a confidencialidade dos dados

obtidos, respeitando os principios éticos da Declaragao de Helsinquia.

I.1 - Grupo de doentes com hipo/disfibrinogenémia

Para este estudo foram selecionados entre janeiro de 2021 e julho de 2022, 23 individuos,
|6 propositos e 7 familiares referenciados a UFHM. O grupo de |6 propositos incluia 8
homens e 8 mulheres, média de idade foi de 28 anos (intervalo de 3-58 anos).

Estes doentes tinham histéria pessoal e/ou familiar de hemorragia e/ou trombose e
apresentavam niveis de fibrinogénio baixo com mediana de 145 mg/dl (intervalo 46-203 mg/dl)
ou com suspeita de disfibrinogenémia. As carateristicas dos doentes encontram-se descritas

na Tabela 2.
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Tabela 2: Dados demograficos e laboratoriais do grupo de individuos com hipo/disfibringenémia

1D Sexo Idade Fib:r:‘:):;nio Dados
DOENTE (Anos) (mgldL) Clinicos
Pl M 3 - Hipofibrinogenemia
P2 F 51 150 Hipofibrinogenemia
P3 M 40 193 Disfibrinogenemia
P4 M 8 125 Hipofibrinogenemia; Trombose antebrago
P5 F 37 185 Disfibrinogenemia; Trombofilia
P6 M 58 46 Hipofibrinogenemia
*Pé. | F 56 65 -
*Pé6.2 F 53 48 -
P7 F 37 195 Hipofibrinogenemia
P8 F 20 ) Hipo/ Disfibrinogenemia; TVP, sem histéria
de hemorragias anormais
+pg. | M 2% i Dificuldade de cicatrizagao pos-cirurgia,
sem outros antecedentes relevantes
*P8.2 F 29 - Sem antecedentes relevantes
P9 M 16 79 Deficiéncia de fibrinogénio
*P9. 1 F 20 - -
*P9.2 F 56 - -
*P9.3 F 22 - -
P10 F 29 182 Hipofibrinogenemia; Deficiéncia FXII
Pll F 19 203 Estudo de tendéncia trombotica
P12 M 44 - Deficiéncia de fibrinogénio
Pl13 M 27 140 Hipofibrinogenemia
Pl4 F 43 - Deficiéncia FVII, PFA prolongado (>200)
P15 M 8 56 Disfibrinogenemia ?
Plé F 24 198 Hipofibrinogenemia

*Estudos familiares; Intervalo normal Fibrinogénio: 213-422 mg/dl; TVP — Trombose Venosa Profunda; PFA —
Platelet Function Analyzer

1.2 - Grupo de doentes com trombose venosa e niveis elevados de FVIII

Entre agosto de 2019 e janeiro de 2022 foram selecionados, na UFHM, 30 doentes

referenciados com niveis elevados de FVIII.

Foram aplicados os seguintes critérios de inclusao para este estudo:

i)
i)
i)

O grupo de 30 doentes incluia 7 homens e 23 mulheres, média de idade foi de 34.5 anos
(intervalo de 12-49 anos).

O grupo de controlo incluia 25 doentes (I | homens e 14 mulheres) com mais de 50 anos

Historia pessoal e/ou familiar de trombose venosa

Idade < 50 anos

FVII 2150 %

de idade, média de idade foi de 62 anos (intervalo de 51-89 anos).

As carateristicas dos doentes para a realizagao deste estudo retrospetivo encontram-se

descritas
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Tabela 3: Dados demogrificos e laboratoriais do grupo de doentes com trombose venosa (TV) e niveis
elevados de FVIII

ID Idade Idade do HISt.o.”a F°VIII:C Outros fatores

Doente Sexo (anos) | I° episodio familiar de | (%) risco de TV relevantes
trombose

Pl F 41 35 Sim 172 abortos de repeticao

P2 F 75 47 262

P3 F 37 37 Sim 164

P4 F 33 19 180

P5 F 62 25 Sim 165 Htz FV Leiden

Pé F 42 42 Sim 237

P7 F 28 18 Sim 177

P8 F 34 29 Sim 174

P9 F 34 34 191 Htz FV Leiden

PI10 M 42 42 305 Htz FV Leiden; doenca arterial

Pl F 13 12 180

PI2 F 49 49 167

PI3 F 46 20 Sim 163 Htz FV Leiden

Pl4 F 36 36 Sim 163

P15 M 42 41 Sim 166

P16 F 35 35 186

P17 M 16 16 156

P18 F 36 34 155

P19 F 6l 20 Sim 160

P20 F 43 34 Sim 215

P21 M 50 49 Sim 180 TA aos 50 anos

P22 F 47 47 199

P23 M 49 49 158

P24 M 46 46 180

P25 F 24 23 156 Htz FV Leiden

P26 F 40 37 175

P27 F 20 20 250

P28 M 44 28 170

P29 F 63 23 Sim 204

P30 F 38 38 285

Htz FV Leiden — heterozigético FV Leiden, polimorfismo associado a trombose venosa em idade jovem; TA- trombose arterial
2 - Diagnostico laboratorial

2.1- Estudos funcionais

Os testes funcionais de coagulagao foram previamente disponibilizados, i.e., ja existentes
nos processos dos doentes e serviram de suporte para a selecao dos doentes deste estudo.

Os testes de coagulagao baseiam-se no tempo que o plasma demora a coagular, permitindo
a avaliagao a atividade dos diversos fatores de coagulagio. Desta forma, consegue-se
determinar se um individuo possui alteragoes nos niveis de fibrinogénio e de FVIII.

Para o doseamento dos niveis de FVIII (FVIII:C) recorre-se ao Tempo de Tromboplastina
Parcial Ativado (aPTT) onde, através da adicao de um ativador de contato, que substitui o
fosfolipido necessario da membrana plaquetar, é possivel verificar alteragoes neste fator.

Para o diagnéstico funcional das deficiéncias de fibrinogénio existem varios métodos que
permitem o seu doseamento: Método de Clauss, Ensaio Imunolégico e o Tempo de Trombina
baseado no fibrinogénio. (42, 46, 60, 61)) No entanto, o primeiro é o mais utilizado por ser

considerado o mais sensivel. O Método de Clauss é um método quantitativo e funcional, que
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utiliza quantidades excessivas de trombina para medir o tempo que demora a conversao do

fibrinogénio em fibrina. (61)

2.2- Estudos moleculares
2.2.1- Extraciao de DNA

Para a realizacao destes estudos, foram colhidas amostras de sangue total por puncao
venosa para tubos com acido etilenodiaminotetracético tripotassico (K;EDTA), congeladas a

-20°C até se proceder ao isolamento do DNA gendmico, no equipamento QIASymphony

(QIAGEN).
2.2.2- Procedimento de Next Generation Sequencing (NGS)

A UFHM, utiliza a mais recente tecnologia, o NGS, para o diagnostico e pesquisa de diversas
patologias. O procedimento de NGS (Figura 7) ja implementado na UFHM tem as seguintes

etapas:
¢ Preparacao das bibliotecas de DNA
Quantificagio de amostras de DNA com Qubit™
e Amplificacao do DNA alvo

Kit AmpliSeq Library 2.0 (ThermoFisher Scientific) (lon AmpliSeq Hi Fi Mix, lon AmpliSeq

Primer Pool e Nuclease Free Water), de forma a preparar pools de primers. (62)
e Digestao parcial dos primers

Adicao de Enzima FuPa (lonAmpliSeq Library Kit 2.0) - fosforilagao dos amplicons (62)

e Ligacao dos amplicons aos adaptadores

Adicao do adaptador Pl, o lon Xpress Barcode, selecionado especificamente para cada

amostra estudada e a nuclease free water. (62)

Reagdao de Ligagao, a utilizagao da Switch Solution e DNA Ligase fornecidos permitem a
Ligacdo do adaptador Pl e dos barcodes as amostras em estudo. Os barcodes fornecem
identidade a cada amostra, permitindo distingui-las aquando do seu agrupamento em pool para

a fase do PCR de emulsao.
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e Purificacdao das bibliotecas

Purificagao da biblioteca nao amplificada- adiciona-se o reagente Agencourt AMPure XP
(Beckman Coulter) a cada biblioteca, homogeneizando no vortex para dispersar as beads. Com
o auxilio de uma rack magnética — DynaMag — os eppendorfs foram incubados até a solugao

ficar limpida e lavadas em etanol 70% duas vezes.
¢ Quantificacdo das bibliotecas purificadas por qPCR

Terminada a fase de preparagao das bibliotecas, passamos para a sua quantificacao, onde
se adiciona o tampao Low TE (10 mM Tris-HCL, pH=8.0, ImM EDTA) (lonTorrent,
ThermoFisher Scientific) as amostras, para dispersar as beads, homogeneizando a solugao no
vortéx e colocando os tubos no DynaMag. Cuidadosamente é retirado o sobrenadante
(bibliotecas) para um novo tubo, diluindo-se com os reagentes fornecidos pelo lon Library
TagMan Quantitation Kit (ThermoFisher Scientific), de acordo com as instrugoes fornecidas pelo
fabricante. Cada biblioteca é quantificada em duplicado por Real Time PCR (RT-PCR), no
equipamento QuantStudio5 (Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific). (63)

e Carregamento dos chips com lon Chef™ System e Sequenciacao massiva

no lon S5™ System

Apos a reagao de RT-PCR, as reagoes de enriquecimento e a carga do chip sao efetuadas
no lon Chef System e depois sequenciados no lon S5 Semiconductor Sequencer, de acordo com

as instrucoes do fabricante, ThermoFisher Scientific.

e Analise de dados e alinhamento com genoma humano (hgl9)
De seguida, procedeu-se a andlise das sequéncias no software lon Reporter e ao alinhamento

das mesmas com o genoma de referéncia humano.

Da anadlise dos dados gerados na sequenciagao, obteve-se um ficheiro denominado BAM
(Binary Alignment Map), que continha as sequéncias alinhadas com a sequéncia do genoma
humano de referéncia (hgl9). Este, foi posteriormente analisado pelo software lon Reporter ™

Server System, que permitiu a interpretagao dos resultados.

e Analise in silico e critérios de validacio ACMG
A comparacao das sequéncias obtidas com o genoma de referéncia permite, com o auxilio
dos softwares Varsome, Clinvar e Franklin, classificar as variantes, de acordo com as guidelines
internacionais do American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) quanto ao seu
valor preditivo de patogenicidade em: |) patogénica; 2) provavelmente patogénica; 3)

significado incerto; 4) provavelmente benigna; 5) benigna. (64)

23



De forma a poder classificar-se estas variantes sao aplicados os seguintes critérios: |) se se
tratar de variante nonsense “stop/frameshift”’, é considerada como provavel causadora de
doenga; 2) a existéncia de cossegregacao familiar; 3) se a variante ja se encontra previamente
identificada em bases de dados internacionais populacionais, e/ ou bases de dados relacionadas

com a doenga (HGMD); 4) avaliagao in silico para variantes “missense”. (64)

NEXT - GENERATION SEQUENCING

(NGS)
Amostra
Extragio do Quantificagio
DNA do DNA (CQ)
NGS
|- Preparagao das Bibliotecas
a) Euarluriﬁ:a;soddegNA; Sequenciagdo Validagio das
b) Amplificagio do DNA; ali variantes:
¢) Digestio Parcial; L3 3 LG -
d) Barcoding; - lon Chef System sequéncias
. - lon S5 Semiconductor Sequencer Critérios ACMG

e) Reagdo de Ligagio;
f)  Purificagdo;

2 — Quantificagdo das
Bibliotecas

Figura 7: Visio geral dos diversos passos envolvidos no workflow do NGS

2.2.2.1- Estudos efetuados por NGS

Para este estudo recorremos a um painel de 43 genes, Trombose e Hemostase (TH) que
inclui os genes que codificam o fibrinogénio - FGA, FGB, FGG e com o qual se estudou os 16
propositos com deficiéncia com suspeita de hipo/disfibrinogenemia.

- Genes associados a anomalias de fatores procoagulantes: F2, F3, F5, F7, F8, F9, FIO0, Fl|,
FI3Al, FI3B, LMANI, MCFD2, FGA, FGB, FGG, GGCX, VKORCI, VWF

- Genes associados a trombose: PROC, PROSI, SERPINCI, SERPINE |, SERPINF2, THBD, PLAT,
PLG, ANXAS, PLAU, F12

- Genes associados a anomalias plaquetares: GPIBB, GPIBA, GP9, ITGA2B, ITGB3, NBEAL2, NBEA,
GPé, TBXA2R, P2RY |2, ANKRD26, CYCS, PLA2G4A e TUBBI

2.2.3 - Procedimento Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

Sendo considerada uma técnica “gold standard” na genotipagem de doengas, esta consiste
na realizagao de seis etapas: Desnaturagao, Hibridizagao, Ligagao, Amplificagao, Separagao de
Fragmentos e Andlise de Resultados, realizando-se a partir de uma mistura de sondas

especificas (probemix), de acordo com o gene que se pretende analisar (Figura 8). (49, 65)
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Antes de se iniciar a reagao de MLPA, o DNA ¢ quantificado recorrendo ao equipamento

Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer.

e Desnaturacao, Hibridizacao e Fase de Ligacao

Segundo o protocolo fornecido pela MRC Holland, na primeira fase, o DNA, apos ser
dissolvido em Low TE (10 mM Tris-HCL, pH=8.0, ImM EDTA) (lon Torrent, ThermoFisher
Scientific), € separado em cadeias simples através de elevadas temperaturas. Cada sonda ira
hibridizar posteriormente com a sua sequéncia adjacente, num processo que ocorre durante
16-20 horas. De seguida, as sondas ligam-se enzimaticamente por agao de uma ligase

termoestavel.

¢ Amplificacdo e analise de sequéncias

E nesta fase que se encontra a peculiaridade da técnica, onde o fragmento alvo de
amplificagao pelo PCR serao as sondas que hibridizam com o DNA. Assim, cada sonda origina
um produto amplificado que se pode distinguir através do seu tamanho. Os fragmentos sao
entio separados por Eletroforese Capilar e, numa fase final, analisados com recurso ao
programa Coffalyser.Net. em que se visualizam o tamanho dos fragmentos por picos cuja altura

é proporcional a intensidade de hibridizagao das sondas (Figura 8).

Nesta ultima etapa, é feito um controlo de qualidade através de uma normalizagao das
amostras, onde os picos das sondas especificas dos genes de interesse sao comparados com
os picos das sondas de referéncia. Esta etapa é realizada porque as condi¢oes de hibridizagao
tém que ser favoraveis a todas as sondas para minorar possiveis reagoes de competigao entre
elas e os picos de intensidade normalizados. Para além disso, os picos obtidos nas amostras
de interesse sao, também eles, comparados com os picos obtidos nas amostras controlo

(pertencentes a individuos saudaveis) estudados na mesma experiéncia. (65)
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Figura 8: Representagio esquemitica da técnica de MLPA. Numa primeira fase ocorre a desnaturagio do
DNA, seguindo-se uma etapa de Hibridizagdo da sonda com o alvo na sequéncia de DNA. A enzima Ligase, liga
cada sonda, levando depois a amplificagdo destas por PCR. Por fim segue-se a etapa de separagdo dos fragmentos
por eletroforese capilar, sendo as sequéncias analisadas recorrendo ao programa Coffalyser.Net. Adaptado de:
Willis et al (2012) (67)

2.2.3.1- Estudos efetuados por MLPA

Esta metodologia foi usada para o estudo dos individuos com niveis elevados de FVIII com
o kit probemix P-178 — B4 (Lote B4- |1119) para o gene F8, ja desenvolvido e disponibilizado
pela empresa MRC Holland que contém sondas para os 26 exoes do gene e 10 sondas de
referéncia dirigidas a outros genes no cromossoma X. (66).

Apesar dos varios kits de sondas que se encontram disponiveis por parte da empresa MRC
Holland, quando nao existem sondas disponiveis para determinados genes que se pretendam

estudar, € necessario desenhar sondas sintéticas, como é o caso, por exemplo, dos genes que

codificam o fibrinogénio: FGA, FGB e FGG.
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2.2.4- Implementaciao do estudo de hipo/disfibrinogenémias por MLPA

2.2.4.1- Desenho de Sondas para os genes FGA, FGB, FGG

Cada sonda ¢ constituida por dois oligonucleétidos- Sonda Oligonucleotidica da Esquerda
(LPO) e Sonda Oligonucleotidica da Direita (RPO)- que se encontram adjacentes uma a outra
onde cada uma contém uma sequéncia de hibridizacio de DNA — Sequéncia de Hibridizagao
da Esquerda (LHS) e Sequéncia de Hibridizacao da Direita (RHS), respetivamente - e uma

sequéncia de primers universais em cada extremo. (Figura 9)

LPO

Sequéncia de

Hibridizagio
Esquerda (LHS) Se_qulér!cia ?e Local de
Hibridizagido 3 ligagio do
LI, primer reverso
Local de ligagdo
do primer direto LHS , , RHS
3 5 Sequéncia

Stuffer

DNA ALVO

Figura 9: Constituicao de uma sonda de MLPA. Adaptado de MRC Holland.

Para além disso, uma das sondas é ainda constituida por uma sequéncia stuffer, que permite
tornar as sondas mais longas, fazendo com que se consiga observar a separac¢ao dos diferentes
fragmentos por Eletroforese Capilar. (68)

Como ja foi atras mencionado, as sondas sao constituidas por duas semi sondas LPO e
RPO, de tamanho unico e diretamente adjacentes uma a outra, cuja fungao principal é a de
hibridizar com o DNA alvo. O LPO é composto por uma Sequéncia de Hibridizagao (LHS) e
na sua extremidade 5’ por uma sequéncia complementar de pares de primers universais LPO:
5-GGGTTCCCTAAGGGTTGGA-3'. Por sua vez, o RPO ¢é formado também por uma
sequéncia de hibidrizacao (RHS) e na sua extremidade 3pela sequéncia de pares de primers
comuns RPO: 5’ -TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC -3’. De notar que a extremidade 5’ da
RHS deve encontrar-se fosforilada, de modo a permitir a acdo da enzima ligase, que ira
conectar as sondas LPO e RPO uma a outra. (68)

Deste modo, somente as sondas que se encontrarem ligadas serao amplificadas via PCR.

Nao sendo recomendado o uso das sequéncias stuffer no desenho de sondas sintéticas, o
tamanho total do LPO e do RPO, ou seja, o tamanho das sequéncias de LHS e RHS, juntamente
com o comprimento de ambas as sequéncias de primers universais encontra-se limitado,
podendo ter um comprimento maximo de |68 nt, mas devendo estar idealmente entre 100 e

140 nt, com uma diferenca de tamanho entre cada uma de, pelo menos, 4 nt. (58)
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A probemix P200-B1, disponibilizada pela mesma empresa compreende, preferencialmente
Il sondas sintéticas podendo, no entanto, ser composta por um maximo de 2| sondas
sintéticas. (68,69)

Uma vez que a nossa selegao dos trés genes (FGA, FGB e FGG) do fibrinogénio em conjunto
continham 23 exoes, aplicaram-se determinados critérios para selecionar as sondas que mais
nos interessariam desenhar. Dentre os critérios seguidos destacam-se: a sequéncia alvo
deveria, preferencialmente, estar em regiao codificada, com conteido Guanina-Citosina
(%GC) aproximadamente de 50%; a temperatura de melting (Tm (°C)) de cada sequéncia
deveria ser superior ou igual a 71°C; as sequéncias deveriam ser preferencialmente Unicas para
evitar hibridizagao cruzada e dever-se-iam evitar sequéncias que contivessem single-nucleotide
polymorphism (SNP’s), em especial na regiao de ligacao, pois a sua presenga pode levar a
ocorréncia de falsos-positivos para delegao. (68)

O Kit SALSA MLPA reagentes EK (constituido pelo SALSA MLPA Buffer, SALSA Ligase-
65, SALSA Ligase Buffer A, SALSA Ligase Buffer B, SALSA PCR Primer MIX e SALSA
polymerase), fornece os restantes reagentes necessarios para a realizagao da reagao de MLPA.
(70)

Cada gene teve exoes selecionados com o auxilio de bases de dados disponiveis como o
Ensembl 37, o Genome Data Viewer, o Genome Blast, o UNAfold-Mfold-DNA Folding Form
e o UCSC Genome Browser.

Na Tabela 4 estao descritas as sondas sintéticas selecionadas, apo6s aplicagao dos critérios,
e sua localizagao nos respetivos genes (exoes), e na Tabela 5 as sequéncias escolhidas de cada

uma das sondas.

Tabela 4: 6 sondas sintéticas - genes FGA, FGB e FGG

TAMANHO (nt) GENE EXAO
122 FGA 5
126 FGG |
134 FGG 8
142 FGA 2
154 FGB 3
162 FGB 8
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Tabela 5: Sequéncias selecionadas para as 6 sondas sintéticas - genes FGA, FGB e FGG

SEQUENCIAS PARA HIBRIDIZAGCAO

GENE REGIAO  EXAO ESQUERDA DIREITA
FGA 040313 ) GCAGATAGTGGTGAAGGTGACTTTCT CCAAGGGTTGTGGAAAGACATCAA
R AGCTGAAGGAGGAGGCGTGCGTGGC TCTGCCTGCAAAGATTCAGACTGGC
CCTGATGGTCACAAAGAAGTT GAAGATGGTTCTGACTGTC
FGA  04g313 5
ACCAAAGAAGTGGTGACCTCC CCGAGGCAATGGATTTAGG
FGB 04a31.3 3 GCCAATCAGAAATAGTGTTGATGAGTTAA TCCTCTTCTTCCTTTCAGTACATGTATT
- ATAACAATGTGGAAGCTGTTTCCCAGACC TGCTGAAAGACCTGTGGCAAAAGAGG
FGB 04313 8 GGTGGTATAATAGATGTCATGCAGCCAATCC ACCTGGGACATGGCAAAGCATGGCACAGA
e AAACGGCAGATACTACTGGGGTGGACAGTAC TGATGGTGTAGTATGGATGAATTGGAAGG
FGG 04a32.1 | CGTGATCAGCTCCAGCCATTTG TTACATAAAGGGACAATTGG
4 CAGTCCTGGCTATCCCAGGAGC AGCCTGAGAGGTGACAGTGC
CCTGAAGCTGACAAGTACCGCCTA GATGCTGGAGATGCCTTTGATG
FGG  04q32.I 8

ACATATGCCTACTTCGCTGGTGGG

GCTTTGATTTTGGCGATGATCC

2.2.4.2- Preparacdo das sondas para os genes FGA, FGB, FGG

Seguindo as instrugoes indicadas no protocolo disponibilizado pela empresa MRC Holland,

procedeu-se a preparagio destas para se poderem testar em individuos saudaveis e,

posteriormente, nos doentes selecionados.

Num primeiro passo, as 6 sondas para os genes FGA, FGB e FGG foram centrifugadas e

dissolvidas em Low TE (10 mM Tris-HCL, pH=8.0, ImM EDTA) (lon Torrent, ThermoFisher
Scientific) para uma concentragao de 100 uM, sendo colocadas de seguida no agitador durante
aproximadamente 3h. Posto isto, voltou-se a realizar uma dissolugao com Low TE (10 mM
Tris-HCL, pH=8.0, ImM EDTA) (lon Torrent, ThermoFisher Scientific), para se obter uma
solucao de 500 pL com uma concentragao de | pM.

De seguida, preparou-se a Probemix Basica Sintética uma solugdo de 200 pL, onde se
adicionou 0,8 pL de cada uma das sondas e se perfez com Low TE (10 mM Tris-HCL,
pH=8.0, ImM EDTA) (lon Torrent, ThermoFisher Scientific) até ao volume pretendido.

Por fim, preparou-se a Probemix Final, onde por cada reagao se combinou 0,5uL da
Probemix Basica Sintética, com | pL da Probemix P200. Um esquema dos passos seguidos para

a preparagao da Probemix Final encontra-se representado na Figura 0.
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3. Combinar 0,8 L de 4. Preparar a Probemix

|. Dissolver os 2. Dissolver a solugao N . _
oligos em Low TE com Low TE para a tf}déS osL ollgrc;Es e Elnall), AcoBrr’\bilnar;f:lo’ a
concentracio de | uM adicionar Low até robemix Basica Sintética
um volume de 200 plL com a P200 Reference -1
G M——
— (T (M
Dilui¢do Diluigdo Combinar Combinar
—> — — —
i
/- P200
Oligos Solugao Stock Solugdes de Trabalho Probemix Basica -
A S Probemix Final
Sintéticos (100 pM) (I uMm) Sintética
(200 pL)

Figura 10: Workflow seguido para a preparagio da Probemix Final que contém as sondas sintéticas para
os genes FGA, FGB e FGG para estudo das amostras dos doentes com hipo/disfibrinogenémia pela técnica
de MLPA. Retirado e adaptado de MRC Holland (68)

2.2.4.3- Otimizacao e validacao do procedimento MLPA com as sondas FGA, FGB
e FGG

Uma primeira etapa de aplicagao das sondas consistiu na num ensaio de MLPA em
individuos fenotipicamente saudaveis.

As quantidades usadas foram as mencionadas no protocolo fornecido pela empresa
MRC Holland (65) para se obter um volume final de 50 pL, de acordo com a Tabela 6.

Relativamente ao programa utilizado para andlise dos resultados (Coffalyser.Net) foi
necessario acrescentar a folha da referéncia da P200 fornecida pela MRC Holland, os dados
relativos as 6 sondas sintéticas com o gene, exao, localizagao do gene e tamanho da sonda
desenhada.

Tendo as sondas sintéticas hibridizado, ligado e amplificado com o DNA dos individuos
saudaveis, constatou-se que o procedimento de MLPA com estas sondas estava implementado.
No entanto, tal como indicado na Figura I I, as sondas relativas ao gene FGG encontravam-se
com picos com uma altura mais elevada quando comparadas com as sondas desenhadas para

o gene FGA e FGB, e foi necessario efetuar a otimizagao deste procedimento.
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Tabela 6: Descricio das etapas seguidas e quantidades de reagentes usados na realizagio e otimizagio das

sondas
Procedimento 1* Otimizacdo - alteracoes
de acordo com o protocolo quantidades reagentes
Etapa Descricao Descricao Programas
Colocar no
|- Desnaturagao Dissolver o DNA quantificado em Low TE; termociclador a

98°C durante 7

min;

2- Hibridizagdo

Adicionar 3 plL da solugao composta
por:

0,5 pL da Probemix Basica Sintética;

| uL da Probemix P200;

1,5 pL de MLPA Buffer, por reagio;

1.5 pL da solugao composta por:
0,25 pL da Probemix Basica Sintética;
0,5 pL da Probemix P200;

0,75 pL de MLPA Buffer

Incubar | min a
95°C e hibridizar
durante
17h30min a
60°C;

3- Ligacdo

A uma temperatura de 54°C adicionar
32 pl da solugio constituida por:

3 pL de Ligase Buffer A,

3 pl Ligase Buffer B;

25 pL agua ultrapura e

| pL da enzima Ligase 65, por reagio;

16 pL da solugio constituida por:
1,5 pL de Ligase Buffer A,

1,5 pL Ligase Buffer B;

12,5 pL agua ultrapura e

0,5 pL da enzima Ligase 65

Incubar durante
15 min a 54°C, e
aquecer durante
5 min a 98°C;

4- Amplificacao

Adicionar 10 pL, por reagio, da Mistura
Polimerase composta por:

7,5 pL agua ultrapura,

2 uL Primer PCR e 0,5 pL de SALSA
Polimerase;

5 pL, por reagao, da Mistura
Polimerase:

3,25 pL agua ultrapura,

I uL Primer PCR e 0,25 pL de SALSA
Polimerase;

35 ciclos: 95°C -
30 seg; 60°C -
30 seg; 72°C- |

min;

Apos os 35
ciclos: 72°C - 20
min; diminuindo
depois para
15°C;

5- Separacio
de Fragmentos

Pipetar para uma placa de 96 pogos 0,7 pL

do produto PCR

Adicionar a cada produto PCR 9, pL de Formamida e 0,2 pL de Gene Scan Size

Standard 500 LIZ (AppliedBiosystems, Theri

moFisher Scientific),

Centrifugar a placa e desnaturar durante 10 min;

6- Analise de
Dados

Analisar os resultados com recurso ao pro
Amsterdam, Holland);

grama Coffalyser.Net (MRC Holland,

Etapas com alteragio de quantidade reagentes diminuidos a 50% assinaladas a cinza; numa segunda alteragio

alteracdes das quantidades relativas da sonda FGG na mistura Probemix Bésica Sintética;*.

MLPA_FIB_HP20660

Il |
a 07 (DN
- ——4FCB-8

4 064 (DN
D

DataPoints - MLPA_FIB_HP20660

Figura | |: Eletroferograma que representa o resultado onde os picos
das sondas FGG se encontram mais elevados

foram efetuadas
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Dada as alturas das sondas FGG serem mais elevadas, numa primeira tentativa de
otimizagao reduziram-se para metade as quantidades (indicadas no protocolo de MLPA
fornecido pela empresa MRC Holland) dos reagentes fornecidos pelo KIT SALSA MLPA EK
(Tabela 6).

Verificou-se que os picos relativos as sondas do gene FGG continuaram elevados
relativamente as duas sondas sintéticas do gene FGA e as duas sondas sintéticas do gene FGB.
(Figura 12)

Dessa forma, foi necessario recorrer a uma segunda otimizagao por forma a tentar reduzir
a altura dos picos sondas FGG, e obter uma uniformizagao de todas as sondas como € indicagao

do procedimento MLPA.

MLPA_HP20609
7000—
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TSN1-1

5000 —f

E 4000 —

3000 —f

— e Reference”

2000—

1000 | ‘ | (. |
I - It It
\ | |
| WA AT AT ATVAN. WA AW,

» 06 (DNA)

DataPoints - MLPA_HP20609

Figura 12: Eletroferograma da |?* otimizagio das sondas sintéticas desenhadas
onde os picos do FGG se mantiveram quando comparados com as restantes

A 2° otimizagao, introduziu-se uma segunda alteragao que consistiu na reducao relativa da
quantidade de sondas FGG utilizadas na preparagao da Probemix Basica Sintética. (tabela 6 e

Figura 13)

Apos a preparagao da solugao de Probemix Final, voltou-se a realizar a reagao de MLPA

nos mesmos individuos saudaveis.
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Combinar 0,7 pL das duas sondas
FGG e 0,8 pL de todos os outros
oligos e adicionar Low TE até um

Preparar a Probemix Final,
combinando a  Probemix
Basica Sintética com a P200

volume de 200 pL Reference -1
Combinar Combinar
7
|- P200

Probemix Basica
Sintética
(200 pL)

Solugdes de Trabalho Probemix Final

(I um)

Figura 13: Otimiza¢io da Probemix Basica Sintética, composta por 0,7
pL das sondas FGG e 0,8 pL das sondas FGA e FGB. Retirado e adaptado
de MRC Holland (2018) (68)

Os picos relativos as sondas FGG, tal como representado na Figura 14, continuaram
ligeiramente mais elevados relativamente aos dos outros genes. Contudo, dado que ja nao
eram mais elevados do que o pico da sonda de referéncia AMOT-4 e, nao iriam comprometer

os resultados, deu-se por concluida a otimizagao deste procedimento.
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Figura 14: Eletroferograma obtido apés a 2* otimizagdo das sondas sintéticas

Deste modo, decidiu-se prosseguir o estudo nos doentes selecionados com deficiéncia de

fibrinogénio, para os quais nao tinha sido detetada nenhuma variante pela técnica de NGS.
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Capitulo Ill - Resultados
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|- Grupo de doentes com hipol/disfibrinogenémia

O presente estudo incluiu um grupo de 16 individuos com deficiéncia de fibrinogénio de
diferentes regioes de Portugal. No total foram estudados, 23 individuos pertencentes a 16

familias (7 familiares).

O método NGS detetou |4 variantes diferentes cuja frequéncia em diferentes populagoes

estudadas apresentaram uma Minor Allele Frequency (MAF) <0.01 (tabela 7).

As 14 variantes encontradas apresentavam a seguinte distribuicdo pelos 3 genes do
fibrinogénio: 7 no gene FGA (50%); 4 no FGB (29%) e 3 no FGG (21%) (Figura 15). Todas as
variantes estao em heterozigotia sendo a maioria missense: 12 missense (86%), | nonsense (7%)

e | sinénima (7%).

mFGA = FGB = FGG

Figura |I5: Distribuicio das |4 variantes identificadas nos
genes FGA, FGB e FGG — “cluster” fibrinogénio

O valor preditivo de patogenicidade, segundo os critérios ACMG, obtido da consulta das
varias plataformas in silico (Varsome, ClinVar, Franklin) e na base de dados ligadas a patologia,
Human Gene Mutation Database (HGMD) (27,28, 29) foi o seguinte: 6 (42,8%) patogénicas; 2
(14.2%) provaveis patogénicas; 2 (14.2%) de significado incerto e 4 (28.5%) benignas.

Sete das |4 variantes (50%) nao se encontravam referenciadas nas bases de dados

populacionais, HGMD ou publica¢oes e foram definidas como “novas” (tabela 7).
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Tabela 7: Catorze variantes diferentes identificadas em 14 familias (21 individuos) com deficiéncia de
fibrinogénio. Distribuicio pelos genes do fibrinogénio (FGA, FGB e FGG), tipo de variante com avaliagio da patogenicidade
utilizando a classificagago ACMG e segregacao familiar

Doenies Gene Exio eTite | Mtescle oy ggos Chpifiacio Propedtel e
PI2 FGA 2 cl03C>T p-Arg35Cys E HTZ P 1/0 Galanakis et al (71)
PI5 FGA 2 cl04G>A p.Arg35His E HTZ P 1/0 Higgins et al (72)
Pé6 FGA 3 cl9IG>A p-Cys64Tyr E HTZ P 172 Hanss et al (73)
P9 FGA 5 c544G>C p.Gly182Arg aC HTZ P 112 Nova
PIO FGA 5 c633C>G p.Asp2! 1Glu aC HTZ PP 1/0 Nova

PILLP7  FGA 5 c991A>G p.Thr331Al aC HTZ B 2/0 Carter et al (74)
Pl6 FGA 5 cl025G>A  p.Gly342Glu aC HTZ Vsl 1/0 Nova
P2 FGB 4 c567C>T p.Ser|89= E HTZ B 1/0 Nova
P4 FGB 6 c931G>T p.Asp3! I Tyr D HTZ Vsl 1/0 Nova
PI3 FGB 7  c.l1104C>G p.Tyr368* D HTZ P 1/0 Nova
P2 FGB 8 cl433G>A p.Arg478Lys D HTZ B 1/0 Ajjan et al (75)
P5 FGG 4  c323C>G p.Alal08Gly E HTZ PP 2 1/0 Brennan et al (76)
PII FGG 6 c571G>A p.Glyl91Arg D HTZ B b 1/0 Chinni et al (77)
P8 FGG 8 c952G>A p.Gly318Ser D HTZ P 1/3 Nova

P- Patogénica, PP- Provavel Patogénica; VUS — Variante Significado Incerto; B- Benigna;

3) A Variante FGG p. Alal08Gly esta descrita como Significado Incerto no Varsome, mas no Franklin é descrita como Provavelmente Patogénica.
b) A variante FGG p. Glyl91Arg, apesar de classificada como Benigna pelas bases de dados Varsome e Franklin (considerada como polimorfismo
funcional), tem sido identificada em individuos com tendéncia trombédtica.

Em 3 familias, (P6, P8 e P9) foi possivel evidenciar a segregagao destas variantes em 7

familiares portadores (Figura 16)

Z @ [V2]:[=]

aivel
" b © L O i

VIL[=] FVIH 1 VIL[=] V21:[=] val: [— [V2]:[=] VZI:[=]  [V2l[= 1

Variante |:FGA, c.|91G>A, p.Cys64Tyr Variante 2: FGG, c¢.952G>A, p.Gly3 18Ser Variante 3: FGA, ¢.544G>C, p.Gly |82Arg

Legenda: '\— propdsito

Figura 16: Estudos familiares e identificagdo dos portadores.

A distribuicao das variantes encontradas pelos exdes dos respetivos genes FGA, FGB e FGG
esta representada na Figural7A. No gene FGA das 7 variantes detetadas, 5 (71%) estao

localizadas no exao 5. Nos outros genes nao se verificou um hotspot de variantes.
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Também foi possivel observar que as variantes encontradas codificam aminoacidos que
estao distribuidos pelos trés dominios do cluster fibrinogénio (Figural7B). As alteragoes com

rebate no dominio aC estao todas localizadas no exao 5 do gene FGA.

A FGB FGA
 — —
IARB00E 3
p.Ser|89= p-Tyr368* p-Cys64Tyr Glyl91A
pArgd78Cys p.Glyl82Arg pAr;3SCys p-Gly318Ser pCly o
Asp3 | Tyr p-Asp2!1Glu - Y pAla ly
AP p.Thr331Ala p-Arg35His
p.Gly342Glu
B
FGB p.Asp3 | I Tyr
FGB, p.Tyr368* FGA, p.Arg35Cys
FGB, p.Arg478Lys FGA, p.Arg35His
FGG, p.Gly191Arg FGA, Cys64Tyr
FGG, p.Gly318Ser FGB, Ser189Ser
FGG, Alal08Gly
D Region
T | Central Nodule

*y Nodule B Nodule (E Region)

FGA, p.Gly|182Arg
FGA, p.Asp211Glu
FGA, p.Thr331Ala
FGA, p.Gly342Glu

Figura 17: Localizacdo das 14 variantes encontradas nos genes FGA, FGB e FGG e com rebate no
cluster fibrinogénio. A - Os genes encontram-se representadas por ordem do centrémero para o telémero,
com o FGB a ser transcrito no sentido direto e o FGA e FGG no sentido reverso. Os exoes sombreados a cinzento
representam os locais onde foram detetadas variantes. B - Distribuicdo das |14 diferentes variantes encontradas
pelos 3 dominios do cluster do fibrinogénio (D, E, aC). Dependendo da localizagdo e do tipo de variante

encontrada, as deficiéncias do fibrinogénio podem resultar em diversas manifestagdes clinicas. Adaptado de De

Moerloose et al (45) e Guthold et al (38)

A anilise da correlagao por dominios do cluster fibrinogénio, patogenicidade e niveis de
fibrinogénio revelou: as variantes patogénicas estao maioritariamente no dominio E e os niveis

de fibrinogénio observados sao os mais baixos. (Tabela 8)
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Tabela 8: Gendtipo - fendtipo: correlagao por dominios do cluster fibrinogénio,
patogenicidade e niveis de Fibrinogénio.

~  Alteracao Alteracao . . Clas. Fib. Fib. mg/dl
Doentes  Gene Exdo . stido  Aminoicido CoM® ACMG mg/dl  SD, intervalo
P12 FGA 2 cl03C>T p.Arg35Cys E P 180
PI5 FGA 2 c.l04G>A p.Arg35His E P 56
Pé FGA 3 clI9IG>A p.Cys64Tyr E P 46 150£67.5
: : (46-182)
P2 FGB 4 c567C>T p.Ser189= E B 150
P5 FGG 4 c323C>G p.Alal08Gly E PP 185
P9 FGA 5 c.544G>C p.Gly182Arg aC P 79
PO FGA 5 c633C>G p.Asp2! IGlu aC PP 182 180:449.7
PILP7  FGA 5 c99IA>G p.Thr33 1Al aC B 180, 195 (79-198)
Pl6 FGA 5 cl025G>A  p.Gly342Glu aC Vsl 198
Pl4 FGB 6 c931G>T p.Asp31 1 Tyr D Vsl 180
PI3 FGB 7 cll04C>G  p.Tyr368* D P 140
P2 FGB 8 cl433G>A  pArgd78lys D B 150 180+25
: ; (140-203)
Pl FGG 6 c571G>A p.Glyl91Arg D B 203
P8 FGG 8  c952G>A p.Gly318Ser D P 180

Clas. — classificagdo; Fib.- Fibringénio; SD- Desvio padrdo; Intervalo normal Fibrinogénio:2 13-422 mg/dl;

Nos doentes P3 e P4, nao foram encontradas alteragoes moleculares que justificassem os
niveis diminuidos de fibrinogénio e a patologia associada. Nos doentes PIl, P2 e P7 embora
fossem detetadas variantes, estas sao benignas e, deste modo, nao justificam o fenotipo.

Desta forma, as amostras destes 5 doentes foram estudadas por metodologia MLPA, para
detetar possiveis delegoes ou duplicagoes nos genes FGA, FGB e FGG.

Assim, foram usadas as sondas sintéticas desenhadas especificamente e otimizadas neste
estudo para os genes do fibrinogénio juntamente com a Probemix P200 (que contém sondas
de referéncia). Usaram-se os seguintes controlos: i) como controlo positivo a amostra
conhecida de um individuo com afibrinogenémia, delecao total do gene FGA; ii) controlos para
normalizagao, quer intra, quer inter-amostra, o DNA gendmico de 3 individuos sem historia
trombotica e/ou hemorragica.

Apos andlise dos dados obtidos com recurso ao programa Coffalyser.Net, nao se

encontraram alteragoes moleculares, i.e, delegoes ou duplicagoes nos genes FGA, FGB e FGG.

(Figura 18A e 18B)
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Figura 18: A- Resultado da andlise MLPA obtido pelo programa Coffalyser.Net indicando uma delecao em
homozigotia do gene FGA.

B - Resultado obtido para os 5 doentes referenciados com défice de fibrinogénio. Todos os individuos estudados
apresentam um padrdo normal (I +- 0,5);

2- Grupo de doentes com trombose venosa e niveis elevados de FVIII

Este estudo efetuou-se para avaliar se num grupo de doentes os niveis de FVIII elevados,
seriam fator de risco para trombose venosa em idade jovem e eventualmente associados a
duplicagdes da regiao promotora do gene F8. O estudo molecular foi realizado em 30
individuos, com historia pessoal e/ou familiar de trombose, com uma média de idades ao
primeiro episodio de 34.5 anos, que possuiam niveis elevados de FVIII 176% + 39.5(176 -

305%).
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Estudou-se em simultaineo um grupo controlo de 25 individuos com as mesmas
caracteristicas, FVIIl 186% 169 (150 — 469%) mas com idade superior a 50 anos, mediana 62
(51- 89 anos).

Foi utilizada a probemix SALSA P178 - B4 1119 (MRC Holland) do FVIIlI que contém sondas
para os 26 exoes do gene e |10 sondas de referéncia dirigidas a outros genes no cromossoma
X. (66)

Caso os picos obtidos nos doentes em estudo, normalizados com as sondas de referéncia,
se encontrem na razao 1.0 significa que estes possuem uma cépia normal, enquanto se
apresentarem a razao |.5 (em individuos do sexo feminino) e 2.0 (em individuos do sexo

masculino) indicam a existéncia de uma duplicagao. (Figural9A e Figural9B) (23, 78)

MLPA_F8_HP7609

sl o

s
2

Figura 19: Exemplos de resultados obtidos com base no programa Coffalyser.Net dos doentes de sexo masculino
(A) e feminino (B) estudados por MLPA. Todos os individuos sao normais, tendo em conta que os picos se
encontram na sua totalidade a 1,0 (razio controlo/amostra 1,0 +- 0,5). Caso houvesse duplicagio o pico dos

individuos de sexo masculino encontrar-se-ia a |,5, enquanto o pico das doentes de sexo feminino se encontraria
a2,0.

Apos anilise dos dados obtidos com recurso ao programa Coffalyser.Net, nao se

encontraram alteragoes moleculares, i.e., duplicagoes na regiao promotora do gene do F8.
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Capitulo IV — Discussao de Resultados
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|- Grupo de doentes com hipol/disfibrinogenémia

As doencgas associadas a défices de fibrinogénio sao consideradas raras e subdiagnosticadas.
Estas podem ser do tipo quantitativo (afibrinogenemia/hipofibrinogenemia grave e
hipofibrinogenemia) ou qualitativo (disfibrinogenemia e hipodisfibrinogenemia). (25, 31, 32, 33)

O presente estudo teve como objetivo identificar variantes nos varios genes que codificam
o fibrinogénio: FGA, FGB e FGG, num grupo de 23 individuos, pertencentes a |6 familias nao
relacionadas, de forma a permitir uma melhoria na correlagao genétipo-fenotipo.

As 14 variantes identificadas encontravam-se todas em heterozigotia e, tal como
estabelecido na literatura, a maioria era do tipo missense (86%) e localizava-se no gene FGA
(50%).

Para além disso, metade das variantes identificadas nos individuos estudados nao se
encontravam previamente descritas nas bases de dados GEHT e HGMD confirmando, deste
modo, a heterogeneidade existente nas alteragdes moleculares das doengas associadas a
deficiéncia de fibrinogénio.

Segundo a classificagago ACMG e, em 3 casos, de acordo com a segregagao familiar, 42,8%
das variantes identificadas eram patogénicas, demonstrando nao sé6 a importancia das diversas
fungoes do fibrinogénio, mas também das interagoes complexas do fibrinogénio com outras
moléculas. (40)

De acordo com Casini et al (79), variantes associadas a casos de hipofibrinogenemia
encontram-se localizadas, na sua maioria, nos dominios D.

A variante recorrente p.Cysé64Tyr (FGA exao 3), localizada no dominio E e identificada
no propésito e nos 2 familiares estudados, é responsavel por uma alteragao da conformagao
e secregao da proteina, causando um decréscimo nos niveis de fibrinogénio e estando, por
este motivo, associada a casos de hipofibrinogenemia severa.

O exao 5 do gene FGA encontra-se localizado no dominio aC, importante na agregagao
lateral dos monomeros de fibrina. Variantes descritas neste dominio ocorrem, principalmente,
em locais de ligacao do FXIIl, responsavel pela estabilidade do coagulo sanguineo. As novas
variantes identificadas p.Asp21 | Gly (provavel patogénica) e p.Gly342Glu (significado incerto)
descrevem fenotipos de hipofibrinogenemia ligeira. Por sua vez, a variante patogénica
p-Gly82Arg, identificada no propésito e nos 3 familiares estudados, esta associada a casos de
hipofibrinogenemia moderada.

Entre as variantes identificadas no gene FGB, a nova variante missense p.Asp311Tyr
(exao 6), classificada como significado incerto, e a nova variante nonsense p.Tyr368* patogénica

e localizada no exao 7 alteram a estrutura do dominio D, levando a uma reducao da secregao
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da molécula de fibrinogénio. Desta forma, estas variantes encontram-se associadas a casos de
hipofibrinogenemia ligeira.

A variante recorrente identificada no exao 4 do gene FGG (p.Alal08Gly), classificada
como provavel patogénica, e localizada no dominio E, representa casos de hipofibrinogenemia
ligeira a moderada. De acordo com Zdziarska et al (80), esta variante situa-se no local de
ligagao do dominio E aos dominios D, levando a que a troca da glicina por um aminoacido
alanina altere a estrutura molecular do fibrinogénio.

Apesar da variante p.Gly|91Arg (FGG exao 6) se encontrar classificada como benigna
pelas bases de dados consultadas (GEHT e HGMD), esta tem sido identificada em individuos
com tendéncia trombotica. Este residuo é responsavel pelas carateristicas conformacionais do
fibrinogénio, principalmente na estrutura do dominio D. Outras variantes descritas neste
aminoacido estao associadas a casos de hipofibrinogenemia. (77)

Com base nestes dados, a maioria das variantes patogénicas foram identificadas no
dominio E, tendo sido também neste dominio que se identificaram fenotipos mais severos.

Viérios estudos reportam que aproximadamente 85% dos casos de disfibrinogenemia dizem
respeito a variantes que se encontram localizados no exao 2 do gene FGA e no exao 8 do gene
FGG. Segundo Richard et al (60), o exao 8 do gene FGG codifica os residuos do local
complementar “a” (Phe314-Thr324, Trp334-Trp349, e Trp354-Asn384), os quais tém uma
importancia primordial na polimerizagao da fibrina.

Os hotspots patogénicos p.Arg35Cys e p.Arg35His localizados no gene FGA exao 2 -
dominio E - correspondem a variantes que afetam o local de clivagem do FpA pela trombina,
enquanto que a nova variante patogénica p.Gly318Ser, identificada no propésito e nos dois
familiares estudados, e localizada no exao 8 do gene FGG — dominio D - afeta as interagoes
entre os dominios D e o dominio E. Deste modo, estas variantes estao associadas a casos de

disfibrinogenemia. (36,46,81)

As diferentes variantes identificadas nos genes FGA, FGB e FGG demonstram que estas se
encontram associadas a diferentes fenotipos, refletindo assim, a fungao pleiotropica desta
proteina (82)

Dois dos doentes estudados nao apresentaram variantes que justifiquem o fenotipo
apresentado. Para além disso, as variantes missense p.Arg478Lys, p.Thr33|Ala e a variante
sinonima p.Ser189=, identificadas em trés individuos e classificadas como benignas, nao

explicam os baixos niveis de fibrinogénio apresentados por estes doentes.
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Assim, utilizando a metodologia MLPA e as sondas sintéticas desenhadas e otimizadas neste
estudo para os genes FGA, FGB e FGG, as amostras destes 5 doentes foram estudadas para
detetar possiveis grandes dele¢oes ou duplicagoes.

Todos os doentes apresentaram uma razao de 1.0 + 0,5, nao tendo sido identificadas
alteragoes moleculares. Este resultado pode dever-se ao facto de as sondas sintéticas utilizadas
nao cobrirem todos os exdes dos genes FGA, FGB e FGG. Dado que o desenho das sondas se
mostrou eficaz é necessario prosseguir e desenhar as restantes de modo a cobrir toda a
extensao dos 3 genes.

Na amostra do doente com afibrinogenemia, utilizado como controlo positivo, foi possivel
observar-se a delegdo do gene FGA esperada. A presenca desta delecao indica que as sondas
funcionam e permitem a identificacao de grandes delegbes associadas aos genes FGA, FGB e
FGG.

Desta forma, para futuros estudos é necessario alargar o nimero de sondas de maneira

que todos os exoes dos genes FGA, FGB e FGG fiquem cobertos por esta metodologia.

2- Grupo de doentes com trombose venosa e niveis elevados de FVIII

Os elevados niveis de FVIII (>150%) correspondem a um fator de risco bem estabelecido
para TEV. Apesar disto, as bases moleculares relativas ao aumento destes niveis nao se
encontram estabelecidas, pensando-se que exista uma influéncia tanto de fatores hereditarios
como adquiridos. (23,83,84)

Simioni et al (23) identificou uma duplicagao em tandem da porgao proximal do gene F8
(regiao promotora, exao | e grande parte do intrao |) responsavel pelos niveis elevados de
FVIII.

Neste estudo retrospetivo, foram estudadas 30 amostras de doentes caraterizados com
idade jovem, FVIII:C elevados (>150%) e historia pessoal ou familiar de trombose.

Para além disso, foi estudado um grupo controlo constituido por doentes com idade
superior a 50 anos e FVIII:C elevados, tendo, por este motivo, uma maior predisposicao para
a ocorreéncia de eventos tromboticos.

Todas as amostras dos individuos estudados (quer doentes quer grupo controlo)
apresentaram uma copia normal do gene F8, uma vez que na andlise MLPA se observou uma
razao de 1,0 + 0,5, nao apresentando duplicagoes na regiao promotora.

Catorze dos doentes estudados apresentavam histéria familiar de trombose. Desta forma,
pode encontrar-se associado um carater hereditario para a ocorréncia dos eventos

tromboticos apresentados por estes em idade jovem.
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Para além disso, cinco doentes eram portadores da heterozigotia para FV Leiden,
polimorfismo responsavel pelo aumento do risco de trombose em idade jovem (85).

Vérios estudos salientam o facto de individuos do sexo feminino, terem uma maior
incidéncia de niveis de FVIIl e, consequentemente, uma maior probabilidade de TEV. (86,87)
Tal, também se constata nesta coorte, uma vez que mais de metade (~77%) é do género
feminino.

Para se conseguir caraterizar a possivel correlagao entre os niveis elevados de FVIII, o
risco de trombose venosa em idade jovem e a eventual duplicagio parcial do gene F8
identificada por Simioni et al., (23) a realizagao de investigagoes posteriores com um maior

numero de doentes e familias sio necessarias.
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CONCLUSAO

O estudo molecular de doengas hemorragicas/trombadticas subdiagnosticadas tem sido um
desafio muito complexo, moroso e dispendioso, nao se conseguindo obter, nalguns casos, um
diagnostico final. A implementagao das técnicas de NGS e MLPA permitiu a resolugao de
limitagoes associadas a metodologias ja existentes.

Contudo, quando o diagnostico molecular é realizado, os fenétipos dos doentes podem
ser extremamente variaveis, abrangendo desde a auséncia de sintomas até eventos
hemorragicos/tromboticos severos.

Neste estudo foram caraterizadas as alteragoes moleculares de 23 individuos pertencentes
a |6 familias nao relacionadas, com défices de fibrinogénio. Em 18 doentes foi possivel
identificar, pela metodologia NGS, variantes que justificam o fenétipo associado. Tal como
descrito na literatura, a maioria das variantes identificadas localizava-se no gene FGA e era do
tipo missense. Relativamente as variantes patogénicas, estas foram identificadas em maior
numero no dominio E, tendo sido também neste dominio que se identificaram os fenétipos
mais severos.

Apesar de nas amostras dos 5 doentes estudados por MLPA com a aplicagao de sondas
sintéticas desenhadas e otimizadas nao terem sido detetadas alteragdes, este estudo permitiu
otimizar uma técnica que fica disponivel no algoritmo de estudo do laboratorio.

Para além disso, estudou-se um segundo grupo de 30 doentes com niveis elevados de FVIII,
na tentativa de se estabelecer uma correlagao com eventos trombéticos e a possivel existéncia
de uma duplicagao. Pela metodologia MLPA, nao foi possivel identificar nenhuma alteragao
molecular associada ao fenotipo apresentado pelos doentes, i.e., nao foi identificada nenhuma
duplicagao da regiao promotora do F8.

A realizacio de estudos moleculares num maior nimero de individuos e familias ¢
necessario, podendo auxiliar na identificagao de subgrupos de doentes que se encontram em
maior risco de desenvolver eventos hemorragicos/tromboticos associados a deficiéncias de
fibrinogénio e a niveis elevados de FVIIl e, deste modo, permitir medidas profilaticas e um

tratamento mais eficaz.
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