DEPARTAMENTO DE ZOOLOGIA

FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE DE COIMBRA

DIAGNOSTICO MOLECULAR DE HEMOFILIA A NUM
GRUPO DE INDIVIDUOS ESTUDADOS NO CENTRO
HOSPITALAR DE COIMBRA

- DESCRICAO DE 23 NOVAS MUTACOES

Catarina Isabel Rodrigues da Silva Pinto

2009



Departamento de Zoologia

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia
Universidade de Coimbra

DIAGNOSTICO MOLECULAR DE HEMOFILIA A NUM GRUPO DE
INDIVIDUOS ESTUDADOS NO CENTRO HOSPITALAR DE COIMBRA
- DESCRICAO DE 23 NOVAS MUTACOES

Catarina Isabel Rodrigues da Silva Pinto
2009



Departamento de Zoologia

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia
Universidade de Coimbra

Em colaboracao com:

Centro de Hemofilia
Centro Hospitalar de Coimbra, E.P.E.

Dissertagcao elaborada para obtengao
do grau de Mestre em Biologia Celular,
apresentada a Faculdade de Ciéncias e

Tecnologia da Universidade de Coimbra.



AGRADECIMENTOS

A Doutora Maria Leticia Ribeiro pela oportunidade de me deixar
desenvolver este trabalho ao longo destes muitos anos, pela sua disponibilidade,

extraordinario espirito critico e rigor cientifico.

Ao Dr. Gabriel Tamagnini, pela ideia do projecto aqui apresentado, pelo
seu empenho em criar as condi¢cées que o tornaram possivel e pela oportunidade

gue me deu de iniciar o seu desenvolvimento.

A Mestre Teresa Fidalgo pela excepcional orientacéo cientifica e auxilio
na elaboracdo da Tese de Dissertagdo, pela infinita disponibilidade, pelos
esclarecimentos e ensinamentos que me transmitiu e pelo incentivo, infindavel

apoio, forca e amizade que nunca faltaram.

Ao Ramon Salvado, pela paciéncia, extraordinaria amizade e carinho,
pela disponibilidade permanente e pelos fantasticos momentos de descontragdo que

proporcionou.

A Dra. Paula Pina Cabral pela excepcional amizade e carinho, pelo

apoio, incentivo e, ndo poucas vezes, porto de abrigo.

A Dra. Natalia Martins, pela colaboracdo na recolha de informacéo
clinica e na obtencdo de amostras de doentes, cujos resultados apresento neste

trabalho.

As minhas Colegas da Unidade de Hemostase e Hemostase Molecular,

por toda a ajuda, carinho e amizade.

A todos aqueles que de uma forma ou de outra, comigo colaboraram

tornando possivel a elaboracéo deste trabalho.

Aos meus Pais e a minha Mana, pelo apoio que néo faltou ao longo

dos anos em que este projecto se desenvolveu.



Ao meu Pai e a minha Mde,

A minha Mana



Abreviaturas

A

ADN
ADNc
ADP
AG
ARN
ARNm
ASPCR
AT

BiP

CES
cm
CRM
ddATP
ddCTP
ddGTP
ddNTP
ddTTP
DMSO
dATP
dCTP
dGTP
dNTP
DPN
DvW
dTTP
EDTA
ELISA
ERGIC
FT

Residuo de nucledtido contendo como base a adenina
Acido desoxirribonucleico

Acido desoxirribonucléico complementar
Adenosina difosfato

Aparelho de Golgi

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensageiro
Amplificagao por PCR Alelo Especifico
Antitrombina

Proteina de ligagéo a Imunoglobulina
Residuo de nucleotido contendo como base a citosina
Células endoteliais sinusoidais
Centimetro

Material de reac¢ao cruzada

5’ - trifosfato de didesoxiadenosina

5’ - trifosfato de didesoxicitosina

5’ - trifosfato de didesoxiguanosina

5’ - trifosfato de didesoxinucledtido

5’ - trifosfato de didesoxitimina
Dimetilsulfoxido

5’ - trifosfato de desoxiadenosina

5’ - trifosfato de desoxicitosina

5’ - trifosfato de desoxiguanosina

5’ - trifosfato de desoxinucleétido
Diagnéstico prénatal

Doencga de von Willebrand

5’ - trifosfato de desoxitimina

Acido etilenodiaminotetracético

Enzyme Linked Imunosorbent Assay
Compartimento Intermediario Reticulo Endoplasmatico-Golgi
Factor tecidular



FV Factor V

FVa Factor V activado
FVII Factor VI

FVlla Factor VIl activado
FVIII Factor VIII

FVllla Factor VIl activado

FVIIl:Ag Factor VIII antigénico
FVIII:C Factor VIII plasmatico

FIX Factor IX

FIXa Factor IX activado

FX Factor X

FXa Factor X activado

FXI Factor XI

FXII Factor XII

F8 Gene do Factor VI
FvW Factor von Willebrand

FvW:Act Actividade do Factor de von Willebrand
FVvW:Ag Factor de von Willebrand antigénico

G Residuo de nucledtido contendo como base a guanina
GP Glicoproteina

HA Hemofilia A

HB Hemofilia B

ISTH Sociedade Internacional de Trombose e Hemostase
IVS1 Inversdo do intrdo 1 do gene F8

IVS22 Inversdo do intrdo 22 do gene F8

LASER Amplificagao da Luz por Emissao Estimulada de Radiagao
LMAN1 Ligacéo Lectina, Manose, 1

Kb Kilobase
kDa Kilo Daltons
mARN Acido ribonucleico mensageiro

MCFD2 Proteina da Deficiéncia Multipla de Factores da Coagulagao 2
MoAb Anticorpo monoclonal
MLPA Amplificagdo multipla de fragmentos dependente de ligagao



nm
Nt

PC
PCA
PCR
p. ex.
PK

PL
POP
PS
QAPM
RE
rat
ra2
ra3
SDS
STR

Taq
TAT
TBE
TE
TFPI
Tm
TMB
TP
t-PA
Tris
TTPA
UB
uv

Nandémetros

Nucledtido

Proteina C

Proteina C activada

Reacgéo da polimerase em cadeia
Por exemplo

Proteinase K

Fosfolipidos

Performance Optimized Polymer
Proteina S

Quininogénio de alto peso molecular
Reticulo endoplasmatico

Regido acidica 1

Regido acidica 2

Regido acidica 3

Dodecilsulfato de sédio

Short Tandem Repeat

Residuo de nucledétido contendo como base a timina
ADN polimerase (Thermophilus aquaticus)
Complexo Trombina-Antitrombina
Tris borato EDTA

Tris EDTA

Inibidor do Factor Tecidular
Temperatura de melting
Tetrametilbenzidina

Tempo de protrombina

Activador tecidular do plasminogénio
Tris(hidroximetil)aminometano
Tempo de tromboplastina parcial activada
Unidades Bethesda

Ultra-violeta

Volts

vii



REsumo

Introdugcdo: A Hemofiia A (HEMA; OMIM +306700) é uma coagulopatia
hemorragica resultante da diminuicdo dos niveis de FVIII plasmatico (FVIII:C) devido
a defeitos qualitativos ou quantitativos. Tem severidade heterogénea, transmisséo
recessiva ligada ao cromossoma X e afecta, aproximadamente, 1 em cada 5000
individuos do sexo masculino.

O FVIII circula no plasma ligado ao Factor de von Willebrand (FvW) e actua como
co-factor do Factor IX activado (FIXa) permitindo a formagdo do complexo tenase,
que converte o Factor X (FX) em FX activado (FXa). Anomalias deste complexo
levam a producdo de uma quantidade reduzida de trombina, a dificuldade na
formagdo do coagulo para encerrar as lesdes vasculares e, consequentemente, a
diatese hemorragica.

A Hemofilia A (HA) é classificada como severa quando os niveis de FVIII circulante
sdo inferiores a 1% (0.01 Ul/mL), moderada se estdo entre 1 e 5% (0.01 — 0.05
Ul/mL) e ligeira se s&o superiores a 6% (0.06 Ul/mL). Na grande maioria dos
doentes ha uma correlagao directa entre a actividade do FVIII:C no plasma e a
severidade das manifestagbes hemorragicas.

O défice de FVIII é devido a mutagbes no gene F8 localizado no brago longo do
cromossoma X (Xq28). O gene F8, com186 Kb, tem 26 exdes que codificam uma
proteina precursora com 2351 residuos aminoacidicos, 19 dos quais constituem o
péptido sinal. A proteina FVIII tem uma estrutura com 3 dominios proteicos A
homologos, 2 dominios C homodlogos e 1 dominio B unico e pequenas regides
acidicas entre os dominios A e B, organizados numa sequéncia A1-a1-A2-a2-B-a3-

A3-C1-C2.
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Na HA severa a Inversao do intrdo 22 (IVS22) e a Inversdo do intrao 1 (IVS1) séo
responsaveis por cerca de 40-50% e 5 % dos casos, respectivamente. As mutacdes
missense sao mais frequentes nos doentes com fendtipos moderado e ligeiro. A
presenca de factores de risco protrombético, como o Factor V Leiden ou a variante
da Protrombina G20210A, podem suavizar o quadro clinico.

Objectivos: Pesquisar as alteragbes moleculares responsaveis pelo fendtipo de
Hemofilia A em 103 familias, identificar as mulheres portadoras de modo a poder
oferecer o diagndstico prénatal, estabelecer a relagdo gendtipo/fendtipo e identificar
factores moduladores do fenétipo em doentes com Hemofilia A severa. Atendendo a
extensdo e complexidade do gene F8, o primeiro objectivo foi implementar e
optimizar novas metodologias de identificacdo de mutagdes e estabelecer uma
estratégia de diagndstico eficaz.

Material e Métodos: Foram estudados 141 doentes com HA pertencentes a 103
familias aparentemente nao relacionadas (52 severos, 7 moderados, 44 ligeiros).
Noventa e nove doentes (64 familias) sdo seguidos no Centro de Hemofilia do
Centro Hospitalar de Coimbra, 42 sdo seguidos noutras Instituicbes que enviaram as
respectivas amostras e a informagédo clinica. O grau de severidade da HA foi
estabelecido de acordo com os critérios da Sociedade Internacional de Trombose e
Hemostase (ISTH).

As inversdes do intrdo 22 (IVS22) e intrdo 1 (IVS1) foram pesquisadas por PCR
longo e PCR multiplex, respectivamente. As outras mutagdes foram identificadas por
PCR/Sequenciagdo nucleotidica directa da regido promotora, exdes e regides
intronicas flanqueantes, e pela técnica de MLPA.

Resultados: Em 102/103 familias com hemofilia A foram identificadas 46 mutacdes
diferentes, 23 das quais ndo referenciadas no reportorio internacional HAMSTeRS

(11 mutagdes missense, 2 nonsense, 3 splicing, 1 pequena insergédo, 3 pequenas



delecgbes, 2 grandes delecgdes e 1 duplicagdo parcial do gene). Em doentes com
fendtipo severo foram identificados com maior frequéncia os rearranjos 1VS22 e
IVS1 (28/52). As 11 frameshifts identificadas estédo associadas a fendtipos severos,
excepto a delecgédo ¢.3637delA (p.1194fsX4) que foi encontrada num doente com
fendtipo ligeiro. Estudos complementares efectuados sugerem a presenga de
mosaicismo.

A mutacado IVS25+1 G>C, num local de consenso para splicing, foi identificada num
doente com um fendtipo ligeiro (FVIII:C 12%).

Foi possivel identificar e confirmar 2 grandes delecgbes e 1 duplicagéo parcial do
gene F8 e encontrar as mulheres portadoras destas mutagdes através da técnica de
MLPA. Em cerca de 62% das familias com fendtipos moderados e ligeiros foram
identificadas mutacdes missense de transicdao. A mutacdo p.GIn2189Glu € a mais
prevalente neste grupo de individuos (15/50). Foram realizados 129 estudos de
portadoras, dos quais 83 revelaram heterozigotia para a mutagcdo do familiar
afectado, e 14 diagndsticos prénatais, dos quais 6 revelaram presenga de mutagéo
no feto.

Um doente com FVIII:C <1%, portador da mutacédo p.Leu71Pro, com homozigotia
para a mutagdo FV Leiden, apresentava um quadro hemorragico menos severo do
que o esperado, apenas com necessidade de 2 a 3 tratamento substitutivos por ano,
em situagdes traumaticas.

Os 5 Hemofilicos A severos com inibidores para o FVIIl sdo hemizigdticos para
IVS22 (n=2), IVS1 (n=2) e grande delec¢ao da Regido Promotora — Exao 3 (n=1). O
hemofilico com fendtipo ligeiro, que desenvolveu inibidores apos tratamento para
cirurgia major, € portador de uma mutagdo missense num local que codifica para

uma regido localizada perto do epitopo inibitério no dominio C2 do FVIII.



Conclusao: A estratégia e a metodologia desenvolvidas neste trabalho,
sumarizadas no algoritmo apresentado, permitiram, de uma forma eficaz, identificar
as mutagdes associadas a HA em 102 familias (23 das quais ndo previamente
descritas no HAMSTeRS), identificar portadoras e efectuar 14 diagndsticos
prénatais. A correlagcado entre o gendétipo e o fendtipo mostrou 3 situagdes em que,
tendo em conta as mutagdes identificadas, o quadro clinico era menos severo do
que o esperado: um doente com FVIII:C 15% portador da pequena delecgao
c.3637delA (p.1194fsX4), um doente com FVIII:C 12% e a mutacédo de consensus
splicing IVS25+1 G>C, e um doente FVIII:C<1% e a mutagdo p.Leu71Pro e que é

homozigotico para o Factor V Leiden.
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ABSTRACT

Introduction: Haemophilia A (HEMA; OMIM +306700) is a hemorrhagic disorder
caused by coagulation Factor VIII (FVIII) decreased activity. It is an X-linked
recessive disorder with heterogeneous severity and affects 1 in 5000 males. FVIII
circulates in plasma attached to the von Willebrand Factor and is a cofactor for
activated Factor I1X allowing the Tenase complex assembly, which activates Factor X.
Abnormalities of this complex lead to reduced amounts of thrombin generation,
inadequate clot formation and bleeding diathesis. Haemophilia A (HA) is classified
according to the FVIII:C plasmatic level: severe when it is less than 0,01 Ul/mL,
moderate between 0,01- 0,05 Ul/mL and mild if it is higher than 0,06 Ul/mL. In the
majority of patients the clinical severity correlates with the level of FVIII activity
detected in the plasma.

FVIII deficiency is due to mutations in the F8 gene that is located on the most distal
band of chromosome X (Xq28). It spans over 186 Kb and comprises 26 exons
encoding a polypeptide chain of 2351 aminoacids, including a signal peptide of 19
aminoacids. FVIII protein is a large multidomain glycoprotein containing 3
homologous A domains, 2 homologous C domains, a B domain and small acidic
regions located between the A and B domains defining A1-a1-A2-a2-B-a3-A3-C1-C2
domain sequence.

The severe phenotype in HA is mainly due to 1IVS22 and IVS1 rearrangements,
accounting for 40-50% and 5% respectively. Moderate and mild phenotypes arise
more frequently from single base substitutions. Coinheritance of prothrombotic risk
factors, like Factor V Leiden or the Prothrombin G20210A variant, may be important
modulating factors in haemophilia A severe patients.

Objectives: To identify the molecular lesions underlying Haemophilia A in 103
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families, the female carrier status identification to perform antenatal diagnosis when
indicated, to establish the genotype/phenotype correlation and to identify modulating
factors in severe Haemophilia A patients. Due to FVIII gene large dimension and
complexity, the primary goal was to implement and optimize new methodologies to
identify the mutations and to establish an efficient investigation strategy.

Materials and Methods: After informed consent, the study enrolled 141 patients
belonging to 103 apparently unrelated families with haemophilia A (52 severe, 7
moderate and 44 mild). Ninety-nine patients (64 families) regularly attend the Centro
de Hemofilia do Centro Hospitalar de Coimbra and 42 others were referred by other
hospitals. All patients enrolled were classified according to ISTH criteria.

Intron 22 (IVS22) and intron 1 (IVS1) inversions were analysed by Long Distance-
PCR and multiplex PCR, respectively; other mutations were identified by promoter,
exons and flanking splicing regions direct sequencing and by the MLPA technique.
Results: In 102/103 families with Haemophilia A 46 different mutations were
identified (23 had not been reported in HAMSTeRS): 11 missense mutations, 2
nonsense, 3 splicing, 1 small insertion, 3 small deletions, 2 large deletions and 1
parcial gene duplication. The severe phenotype was mainly due to IVS22 and IVS 1
(28/52). Eleven framshift mutations were identified in patients with severe phenotype,
except the deletion ¢.3637delA p.1194fsX4 that is associated with a mild phenotype
in one patient. Complementary studies suggest a mosaicism phenomenon. A
consensus splicing mutation (IVS25+1 G>C) was identified in a patient with a mild
phenotype.

The MLPA technique made possible the identification and confirmation of 2 large
deletions, 1 partial gene duplication and the carrier status assessment among
women from these families. In 62% of the families with moderate and mild

phenotypes missense transitional mutations were present. Mutation p.GIn2189Glu
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was the most frequent in this group (15/50). One hundred and twenty-nine women
were assessed for carrier status and 83 turned out heterozygous for the mutation of
the affected family member and 14 prenatal diagnoses were carried out. In 6 cases
the male foetuses were found to carry the mother's mutation. One patient with
FVIII:C < 0,01 Ul/mL, carrying mutation p.Leu71Pro in the F8 gene, homozygous for
the FV Leiden mutation, behaves has a moderate to mild, needing only 2-3
substitution treatments per year.

Five patients who developed inhibitory antibodies against FVIII have the IVS22 (n=2),
IVS1 (n=2) and a large deletion (n=1). One patient with a mild phenotype, who
developed inhibitors after substitution treatment for major surgery, is hemizygous for
mutation p.GIn2246Arg located in a sequence coding for a region lying near an
important antigenic determinant in the C2 domain.

Conclusions: The strategy and methodology developed in this study, summarized in
the algorithm presented, allowed the identification of mutations underlying
Haemophilia A in 102 families (23 not previously reported in HAMSTeRS), females
carrier status determination and 14 prenatal diagnosis. Genotype/phenotype
correlation revealed 3 cases were the clinical picture was less severe than expected
based on the type of mutation identified: one patient with FVIII:C 15% carrying the
small deletion c.3637delA (p.1194fsX4), one patient with FVII:C 12% and the
consensus splicing mutation IVS25+1 G>C and another patient with FVIII:C <1%,
carrying mutation p. Leu71Pro and the Factor V Leiden mutation in the homozygous

state.
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I. INTRODUCAO

O sistema hemostatico € um mecanismo complexo e eficiente capaz de
estancar hemorragias reparando de imediato as lesdes vasculares através da
producdo de um coagulo. Do funcionamento coordenado e equilibrado de todos os
componentes dos sistemas procoagulante, anticoagulante e fibrinolitico depende a

manutencao do estado de fluidez do sangue e a integridade do sistema vascular.

A auséncia, a diminui¢ao ou a alteracao conformacional de uma das proteinas
envolvidas na formagdo do coagulo — factores da coagulagdo — compromete a
formacéo da rede de fibrina que estabiliza o tamp&o plaquetar no local da lesdo. Os
individuos com diminuigdo da actividade dos factores da coagulagdo tém clinica
hemorragica, de severidade heterogénea.

A Hemofilia A (HEMA; OMIM +306700), causada por uma diminuicdo dos
niveis de FVIII plasmatico (FVIII:C) resultante de defeitos qualitativos ou
quantitativos, € uma coagulopatia hemorragica recessiva de transmisséo ligada ao
cromossoma X. Afecta, aproximadamente, 1 em cada 5000 individuos do sexo

masculino [1] e, muito raramente, mulheres [2, 3].

1. HEMOSTASE

1.1. Resposta hemostatica

O equilibrio do sistema hemostatico depende da integridade da parede dos
vasos sanguineos, do numero e fungéo das plaquetas e dos factores plasmaticos da
coagulagao. A resposta fisioldgica a uma lesdo vascular termina na produgéo rapida
de trombina nesse local, levando a um aumento da deposicdo de plaquetas e a

formacdo de uma rede insoluvel de fibrina [4]. A resposta do mecanismo de
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coagulagao é geralmente limitada ao local da lesdo e é proporcional, em magnitude,
a extensao dos danos vasculares. Estas propriedades requerem que as reacgoes
que a constituem funcionem de forma localizada, amplificada e controlada [4]. A
hemostase definitiva € atingida quando € induzida a retracgdo do coagulo pelas
plaquetas [5].

A hemostase pode ser dividida em trés fases: hemostase primaria, secundaria

e terciaria.

Na hemostase primaria a resposta imediata a lesbes vasculares € a
vasoconstrigdo local e dos vasos adjacentes. A diminuicdo do fluxo sanguineo na
area da lesdo permite a activagao das plaquetas e dos factores de coagulagéo por
contacto. A adesao das plaquetas ao local da lesdo vascular é potenciada pelo FvW
que forma uma ponte entre as plaquetas através do complexo glicoprotéico Ib/V/IX,
e o subendotélio. As plaquetas expostas ao colagénio e a trombina activam-se e
sintetizam tromboxano A2, libertam o conteudo dos seus granulos (ADP, serotonina,
fibrinogénio, cofactores e enzimas), e agregam através da ligagdo do fibrinogénio
aos receptores GP llb/llla. A formagao do tampao plaquetar é suficiente para permitir
o controlo da hemorragia por um curto periodo de tempo. A activagdo das plaquetas
esta associada a exposigao de fosfolipidos com carga negativa (fosfatidilserina), que
apresentam um elevado potencial para ligar factores da coagulacdo e associar

complexos enzima-cofactor, cruciais para a propagacéo eficiente da coagulagao [6].

Ao processo de estabilizagdo do coagulo chama-se hemostase secundaria.
Paralelamente a formacdo do tampao plaquetar, a lesdo vascular desencadeia as
reacgdes sequenciais em que substancias iniciadoras activam, por protedlise, um
conjunto de proteinas precursoras (factores enzimaticos da coagulagao sob a forma

de zimogénios) e que culmina na activagao da trombina, que converte o fibrinogénio
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em fibrina. Este conjunto de reacgdes requer concentracdo dos factores da
coagulagao no local da lesao e € mediado pela exposigao de colagénio, fosfolipidos
plaquetares e factor tecidular [5].

Para que o coagulo ndo se propague indefinidamente, a produgéo de fibrina
deve ser limitada ao local da lesdo, o que é assegurado por uma série de proteinas
que se ligam as enzimas da coagulagao inactivando-as. A primeira destas proteinas
a ser activada é, provavelmente, o inibidor do factor tecidual (TFPI) que vai quelar o
complexo FT-FVII, iniciador da coagulacdo. A trombina é um elemento chave na
hemostase. Tem propriedades procoagulantes, quando converte o fibrinogénio em
fibrina insoluvel, activa e agrega as plaquetas, e em reacgdes de feedback positivo
activa o FVIIl e o FV. Em contraste, a trombina ao ligar-se com alta afinidade a
trombomodulina, uma proteina de membrana das células endoteliais, activa a
proteina C adquirindo assim propriedades anticoagulantes. A proteina C activada
(PCA) cliva e inactiva as formas activadas dos factores V e VIIl. O efeito
anticoagulante da PCA é potencializado pelo seu cofactor, proteina S, que tem alta
afinidade para as cargas negativas dos fosfolipidos. A concentragdo da proteina S
no plasma €& de 20 a 25 mg/L; circula livre (40%) ou ligada a uma proteina
reguladora do sistema classico do complemento, C4BP (C4b-binding protein). S6 a
forma livre actua como cofactor da proteina C activada, na inactivagcdo do FVa e
FViila.

O principal inibidor fisiolégico da trombina é a antitrombina (AT) que se liga a
protrombina formando um complexo inactivo antitrombina-trombina (TAT). Este
complexo € potencializado pela presenca de heparina. A AT é responsavel por 60%
da capacidade de inactivacdo da trombina circulante no plasma. A restante é inibida

pelo cofactor da heparina Il e por inibidores menos especificos como a a2



DIAGNOSTICO MOLECULAR DE HEMOFiLIA A INTRODUGAO

macroglobulina. A AT tem também a capacidade de inactivar, embora em menor
grau, os factores X, IX, Xl e XII [9].

A fibrindlise (hemostase terciaria) desempenha um papel importante na
dissolugdo do coagulo de fibrina e no controlo da fibrina formada, mantendo o
sistema vascular desobstruido [5, 7, 8]. O processo de degradagao proteolitica da
fibrina € iniciado com a activagdo da proenzima plasminogénio em plasmina, pelos
activadores da parede do vaso sanguineo (activagédo intrinseca) ou dos tecidos
(activacao extrinseca). A activagao da fibrindlise pela via intrinseca, que envolve os
factores Xll, XI, QAPM e pré-calicreina, € menos relevante do que a activagao pela
via extrinseca, através da libertacdo do t-PA (Activador do Plasminogénio tipo
tecidular) pelas células endoteliais. O t-PA liga-se a fibrina e potencia a converséo
do plasminogénio em plasmina. Esta dependéncia de fibrina pelo t-PA localiza a
geragdo de plasmina ao coagulo de fibrina [5, 7]. A regulagdo e o controlo do
sistema fibrinolitico sdo conseguidos através dos activadores e inibidores envolvidos

no processo [8].
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Tabela I: Proteinas da coagulac¢do [7, 9].

Factor

Fibrinogénio
(Factor 1)
Protrombina
(Factor I1)

Factor tecidular
(Factor I11)

Factor IV
(Calcio)

Factor V
(Proacelerina)
Factor VII
(Proconvertina)
Factor VIl
(Factor anti-hemofilico)
Factor IX
(Factor de Christmas)
Factor X
(Factor de Stuart-Prower)
Factor XI
(Antecedente da
tromboplastina plasmatica)
Factor XII
(Factor de Hageman)
Factor XIII
(Factor estabilizador da
fibrina)
Pré-Kalicreina
(Factor de Fletcher)
Kininogénio de alto peso
molecular

(Factor de Fitzgerald)

Factor de von Willebrand

Proteina C

Proteina S

Antitrombina Ill

Trombomodulina

Local de

Sintese

Hepatdcito

Hepatdcito

Varios tipos

de células

Hepatdcito

Megacaridcito
Hepatdcito

Hepatdcito

CES

Hepatdcito

Hepatdcito

Hepatdcito

Hepatdcito

Hepatdcito

Hepatdcito

Hepatdcito

Célula endotelial

e megacariocito

Hepatdcito

Hepatdcito

Hepatdcito

Célula

endotelial

Caracteristicas

proteicas
Dimero

Dependente de
vitamina K
Proteina

transmembranar

Dependente de

vitamina K

Dependente de
vitamina K
Dependente de

vitamina K

Homodimero

Cadeia polipeptidica

simples

Tetramero

Cadeia polipeptidica

simples

Cadeia polipeptidica

simples

Multimeros de alto
peso molecular
Dependente de

vitamina K
Dependente de
vitamina K
Forma complexos
com a heparina
Expressa na superficie

do endotélio

Forma

activa/fungdo

Fibrina

Protease serinica

Receptor/cofactor

Cofactor do factor

Xa
Protease serinica

Cofactor do factor

IXa

Protease serinica

Protease serinica

Protease serinica

Protease serinica

Transglutaminase

Protease serinica
Cofactor do FXla e
Pré-Kalicreina

Transportador

plasmatico do FVIII
Protease serinica

Cofactor da

Proteina C

Protease serinica

Receptor

Concentragao

plasmatica

200-400 mg/dL

100 pg/mL

10 pg/mL

0,5 ng/mL

0,2 pug/mL

5 pg/mL

10 pg/mL

5 pg/mL

30 pg/mL

10 pg/mL

50 pg/mL

70 pg/mL

10 pg/mL

5 pg/mL

25 pg/mL

150 pg/mL

Localizacdo

cromossémica

11

13

13

1 (gene B);
6 (gene A)

12

20

INTRODUCAO

Organizagdo génica

Genes separados para

as cadeias a,B ey

14 exdes

6 exdes

Semelhante ao FVIII

9 exdes

26 exdes

8 exdes

8 exdes

15 exdes

15 exdes

GenesAeBem
cromossomas

diferentes

Ndo determinada

11 exdes
52 exdes; pseudogene
no cromossoma 3
8 exdes

15 exdes; pseudogene

no cromossoma 3

6 exdes

Sem intrdes
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1.2. Factores procoagulantes

1.2.1. Modelo classico da coagulagao — “Cascata” da coagulagao

O modelo classico da “cascata” da coagulagdo, € uma série de reacgdes
proteoliticas sequenciais, constituido pelas vias intrinseca, extrinseca e comum
(Figura 1.1) e, suporta os testes laboratoriais de primeira linha, o tempo de

protrombina e tempo de tromboplastina parcial activada (Figura 1.1).

Via Intrinseca Via Extrinseca

T
Fvil

a FT.FVII
< FIX N
; FXIO (7/ 49/ TFPI
; L ( ) FT.FVila
FiXa < . FX

FVIlIl —» FVilla
AA

b

APC

s : ot
X8 v «1— Fv
3 A
0 Prntrombina@ i
kbbb sissbeaiidia s TROMBINE
. Fibrinogénio
g i Fibrina
FXIIl ——» FXllia

Rede de Fibrina
Via Comum

Figura 1.1: Modelo classico da coagulagdo. Adaptado de [8].

A via intrinseca € iniciada com activacdo do FXII pela calicreina, reaccao
catalizada pelo QAPM, em superficies com carga negativa [10]. O FXlla,
conjuntamente com a trombina converte o FXI na sua forma activa [11]. Na presenca
de calcio, o FXla converte o FIX em FlIXa, o qual com o cofactor FVllla (complexo
“tenase”) activa o FXa. A via extrinseca, iniciada pela formagcao do complexo FT-
FVIla na superficie das células, com o cofactor FVa — complexo “protrombinase” vai
também activar o FXa. Os cofactores FVllla e FVa, encontram-se ligados as

superficies membranares e ambos actuam na presenca de calcio. Os complexos
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enzimaticos -“tenase” e “protrombinase”- promovem em conjunto a activagdo do FXa
que vai converter a protrombina em trombina iniciando-se a polimerizacdo do
fibrinogénio [11] gerando assim o coagulo de fibrina, o qual é estabilizado pelo FXIII

apo6s polimerizacdo dos mondmeros de fibrina.

&7 [ix | o Rl Vila) Vil
Vil c\glllpai —= VIl
—e
TF/Ca* b \
Ex Ex \
w: Ca?PL A sl }
@ @ 8
J
?_ um >
\,_‘_\___(e__‘;ﬁ( -T ™
Fibrinogéni
. Poriegéne ),
X Xllla
Rede de fibrina
TF = Factor Tecidular
PL = Plaquetas @ Procoagulante
APC = Proteina C activada
Vi = FV inactivado & Anticoagulante
VIlli = FVIll inactivado

Figura 1.2: Hemostase — mecanismos procoagulantes e anticoagulantes. (Retirado e
adaptado de [12])

O modelo classico da coagulagcdo ndo explica de forma adequada os
mecanismos que conduzem a hemostase in vivo [13]. Em particular, ndo explica
porque certos individuos revelam tendéncia hemorragica, nem permite,
correctamente, saber que individuos realmente correm o risco de sangrar [13]. O
modelo de hemostase baseado nas células substitui 0 modelo classico da cascata

da coagulacgao.
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1.2.2. Modelo celular da coagulagao

O modelo conceptual da hemostase, que confere um papel central a
superficies celulares especificas no controlo e direccionamento do processo
hemostatico, permite uma melhor aproximacgao as alterag¢des fisiopatologicas in vivo.
Neste modelo a hemostase ocorre em trés etapas sobreponiveis — iniciagao,
amplificagdo e propagacdo, que tém lugar na superficie de diferentes tipos de
células, como as plaquetas e as células que expressam FT (fibroblastos, mondcitos,
eritrécitos), em restos celulares e microvesiculas que derivam de células activadas
[8,13].

O complexo FT-FVila é o mais potente activador da coagulagdo. Em
condigdes fisioldgicas circula no plasma uma pequena quantidade de FVlla (~1% do
total de FVII em circulagdo). A origem e a fungcdo desta pequena quantidade de
FVlla ndo estdo devidamente esclarecidas [11].

A fase de iniciagdo ocorre com a exposicao de FT que vai formar um
complexo catalitico com o FVlla (complexo FT-FVlla) numa superficie fosfolipidica,
activando pequenas quantidades de FX e FIX. O FXa com o seu cofactor, FVa,
forma os complexos “protrombinase” na superficie das células que expressam FT
[14]. Na fase de amplificacdo a trombina gerada vai activar plaquetas que expdem
locais de ligagao para factores da coagulacao activados, os cofactores FV e FVIll e
FXI, de forma a preparar a produgdo de uma grande quantidade de trombina [14].
Durante a fase de propagacao, que ocorre na superficie das plaquetas activadas, é
fornecido mais FIXa via FXla ligado as plaquetas. O FIXa associa-se com o FVllla
na presenca de calcio, formando o complexo “tenase”. Este complexo vai concentrar
FX na superficie da plaqueta, que é rapidamente activado. O FXa associa-se com o

FVa ligado a plaqueta durante a fase de amplificagédo [14]. A formagao do complexo
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“protrombinase” produz um aumento de geragdo de trombina com magnitude
suficiente para produzir fibrina. O polimero de fibrina é estabilizado pelo FXIlI,
tornado insoluvel a rede de fibrina.

A interacgéo entre os factores de coagulagéo depende, basicamente, de uma
superficie fosfolipidica. A co-localizacdo destes componentes tem um efeito

potenciador no processo de coagulacédo acelerando a taxa de activagdo do FX e a

B = * =
‘< ] \

NN G

» ueta
ivada
et ——"1 &
Protrombina

formacéao de trombina [8].

Trombina

Figura 1.3: Representacdo esquematica do mecanismo de coagulagdao in vivo.

(Retirado e adaptado de http://www.frca.co.uk)

Através deste modelo, a Hemofilia A (défice de FVIII) pode ser explicada por
uma falha na concentragao e activagdo do FX e consequente diminuigdo da geragao
de trombina ao nivel da superficie plaquetar na fase de propagacéo do processo

hemostatico [13].

10
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1.2.3. Factor VI

A concentracdo de FVIII no plasma é reduzida (0,2 ug/mL) mas assegura uma
adequada funcdo procoagulante em individuos normais. Circula no plasma
associado ao Factor von Willebrand (FvW), num complexo n&o-covalente que o
protege contra a protedlise [15-18]. Esta associagao, via interacgdes hidrofébicas e

hidrofilicas, € mantida até a activacao do FVIII pela trombina.

1.2.3.1. Complexo Factor VIl - Factor von Willebrand

O FVIIl e o FYW sao duas glicoproteinas distintas, mas relacionadas, que
circulam no plasma ligadas entre si formando um complexo proteico. O FYW é uma
proteina multimérica plasmatica, com propriedades adesivas, essencial na
hemostase primaria [19]. E produzido nos megacariécitos (precursores das
plaquetas) e nas células endoteliais, onde é encontrado nos corpos de Weibel-
Palade [20]. Existe também nos granulos o das plaquetas, no plasma e
subendotélio. Desempenha um duplo papel no processo hemostatico: promove a
adesao plaquetar a superficies trombogénicas e a agregacao plaquetar durante a
formagao do coagulo e é um transportador plasmatico de FVIII, prolongado a sua
semi-vida plasmatica e possibilitando a sua actividade na geracédo de trombina [18,
19]. A ligacao do FVIIl ao FvW é essencial a sobrevivéncia do FVIIl in vivo [17, 18],
protegendo-o da protedlise dependente de fosfolipidos por accdo da PCA e da
activagao pelo FXa [18, 21].

A deficiéncia do FvW causa a Doenca de von Willebrand (DvW), a patologia
hemorragica congénita mais comum, com uma prevaléncia estimada de 1-2% [22,

23]. A DvW, fenotipicamente heterogénea, é classificada actualmente em 3 grandes

11
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tipos (Subcomité Cientifico do FVW da International Society on Thrombosis and
Haemostasis (ISTH)), com base em critérios clinicos e laboratoriais: tipo 1 —
deficiéncia quantitativa parcial do FvW, tipo 3 auséncia total do FvW e tipo 2 —
deficiéncia qualitativa do FvW, que por sua vez se subdivide em 4 subtipos: 2A, 2B,
2M e 2N. A DvW tipo 2N, doenca autossomica recessiva, € caracterizada por um

défice de ligagado do FVW ao FVIII [22, 24].

1.2.3.2. Estrutura antigénica do Factor VIl

O FVIII é constituido por 2332 aminoacidos distribuidos por 6 dominios
estruturais organizados na sequéncia (NH,;) A1-A2-B-A3-C1-C2 (COOH), com 3
regides ricas em aminoacidos acidicos (ra1, ra2 e ra3) entre os dominios A1 e A2,
A2 e B e B e A3, respectivamente [21, 25]. Possui 3 dominios A homdlogos a
regides do factor V (FV) e da ceruloplasmina (proteina que liga ides metalicos), 2
dominios C que partilham cerca de 20% de homologia com uma regidao de uma
aglutinina celular (discoidina) pertencente ao fungo Dictyostelium discoideum capaz
de ligar lipidos e um dominio B, de grande dimensédo, [20] que n&o apresenta
homologia com quaisquer outras estruturas e que apresenta locais de glicosilagéo
(figura 1.4). Os 3 tipos de dominio encontram-se ligados por calcio. Os dois
dominios C constituem uma superficie para ligagao a lipidos e um local secundario

para a ligagao do FvW.

12
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Ceruloplasmina humana

v -
I = 35% homologia
Factor V
e e THER = = oo
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Figura 1.4: Graus de homologia existentes entre a ceruloplasmina humana, FV e FVIIl.

(Retirado e adaptado de http:/blood.uvm.edu/lab/eversebio.html)

O FVIII é constituido por uma cadeia leve de tamanho constante e que é
formada pelos dominios A3-C1-C2 (80 kDa) e uma cadeia pesada que compreende
os dominios A1 e A2 mais uma porgao do dominio B (90 a 200 kDa). As duas
cadeias encontram-se ligadas de forma nao-covalente por ides metalicos divalentes
com os residuos responsaveis pela ligagdo nos dominios A1 e A3 [20]. O FVIII liga-

se, através da sua cadeia leve, ao FVW perto da extremidade aminica (Figura 1.5).

13
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2248 2312

m 167 0 1689

PETOD DD

S

Figura 1.5: Modelo das interac¢des FVIII/FVW. A ligacao do FVIIl ao FvW é mediada por
dois locais de ligagdo na cadeia leve do FVIIl. O modelo é baseado nas informacdes
disponiveis que indicam que a regido acidica perto do dominio A3 e a regido do terminal
carboxilico no dominio C2 estdo fisicamente proximos e formam um local de ligagdo de
elevada afinidade para a regido terminal aminica do FvW que contém os dominios D1 e D2.
(Retirado e adaptado de [18])

1.2.3.3. Fung¢ao do Factor VIIl no Complexo “Tenase”

A funcéo do FVllla no complexo “tenase” manifesta-se através da actividade
catalitica do complexo: a actividade proteolitica do FIXa é potenciada pelo FVIII [21].
A formacao deste complexo requer uma bicamada lipidica rica em fosfatidilserina
(fosfolipido anidnico), FVllla, FIXa e ides calcio [26]. A superficie fosfolipidica
aniodnica é fornecida pelas plaquetas activadas, nas quais a fosfatidilserina, através
de um processo de translocacdo, passa a fazer parte do folheto externo da
membrana. O papel da superficie fosfolipidica € concentrar os componentes do
complexo, reduzir as suas interacgdes de um espacgo tri-dimensional para um
espaco bi-dimensional e, possivelmente, facilitar o posicionamento de cada
componente permitindo a clivagem eficiente do substrato [21, 27, 28]. O FVIII liga-se
a membrana plasmatica das plaquetas activadas através do dominio C2 [26] e ao

FIXa através dos dominios A2 e A3 [29]. O dominio A2 interage directamente com o

14
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dominio catalitico do FIXa e o dominio A3 serve de receptor ao FIXa [26]. O dominio

A1 liga o substrato do complexo “tenase”, o FX [26].

,‘,"""’
\

Figura 1.6: Complexo tenase. Retirado de Oldenburg, 2002. [30]

1.2.3.4. Sintese e Secregao do Factor Vi

O FVIII é essencialmente sintetizado no figado pelos hepatdcitos e células
endoteliais sinusoidais [31], ocorrendo, em menor quantidade, producdo extra-
hepatica ao nivel dos pulmées [32], rins e tecidos linfaticos [21, 31]. E produzido sob
a forma de uma cadeia polipeptidica linear com 2351 aminoacidos, dos quais 19
constituem o péptido sinal [25]. Apds a sintese o FVIII sofre intenso processamento
intracelular no Reticulo Endoplasmatico (RE) e Aparelho de Golgi (AG), mas nao é
eficientemente secretado da célula [21, 33]. A fase inicial da secrecao envolve a
clivagem do péptido sinal e a translocagdo do polipéptido com 2332 aminoacidos
para o lumen do RE onde ocorre glicosilagdo de residuos de asparagina
essencialmente ao nivel do dominio B. Esta modificacdo pods-translacido é
necessaria para a correcta conformacido da proteina [34] e depende da interaccao
gradual do FVIIl com as proteinas acompanhantes (chaperones) calreticulina,
calnexina e BiP que regulam a sua secregao e/ou degradagédo. As moléculas com

15



DIAGNOSTICO MOLECULAR DE HEMOFiLIA A INTRODUGAO

conformacgdo aberrante sdo transportadas para o citoplasma e degradadas e o
transporte das moléculas de FVIIIl com conformacéo correcta é feito para o AG via
vesiculas ERGIC especializadas [26]. As proteinas envolvidas no transporte sao a
MCFD2 e LMAN1 que se ligam a residuos de manose presentes no dominio B [26].
Imediatamente apds a secregéo, o FVIII interage com o FYW através dos dominios
C1 e C2 e a regido acidica ra3 [27]. Esta associag&do prolonga a semi-vida do FVIII

de 2 horas para 12 horas [26].

=191 336 ar3 7e 741 1,648 1,600 2,010 2,020 2,172 2,173 2,332

Figura 1.7: Dominios estruturais do FVIII: propriedades e locais de interagao do FVIII.

(SP: Péptido sinal; PL: fosfolipidos; S-S: pontes dissulfito; C: cisteinas livres necessarias ao
folding correcto da proteina. Os numeros indicam as posicbes dos aminoacidos. Os
quadrados pretos, representam locais de glicosilagdo. Os quadrados brancos, locais nao
glicosilados. Os quadrados cinzentos, locais potencialmente glicosilados e os quadrados
pretos e brancos, residuos parcialmente glicosilados. (Retirado e adaptado de [35]; dados

igualmente obtidos de [21])

1.2.3.5. Activacgao proteolitica e Inactivagao do Factor VIl

Apds o inicio da coagulacdo e subsequente activacdo das proteases
serinicas, o FVIIl é sujeito a alteragdo das propriedades moleculares, incluindo a
dissociagao do FvW e desenvolvimento de actividade biolégica [21]. A activagédo do
FVIII requer clivagens entre os dominios A1-A2, A2-B e B-A3. A trombina e o FXa

sao as proteases responsaveis pela sua activagao [27, 28].
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Figura 1.8: Dominios estruturais e processamento do FVIIl. Entre os dominios A1 e A2,
A2 e B e B e A3 existem 3 regides ricas em residuos aminoacidicos de natureza acidica.
Sao mostrados os locais de clivagem pela trombina (Arg1689, Arg740 e Arg 372) e os dois
locais de clivagem da proteina C (Arg 336 e Arg 562) para inactivacao do FVllla. (Retirado e
adaptado de Graw, 2005 [35])

A inactivacado do FVIII pode ocorrer por dissociagao da subunidade A2 [21,
28] ou por degradacao proteolitica [21]. O FVIllla € uma molécula instavel que perde
rapidamente a sua actividade. Esta instabilidade pode ser atribuida a fraca
interaccao entre o dominio A2 e o dimero A1/A3-C1-C2 [21]. A taxa de dissociagao
do dominio A2 é reduzida através do FIXa que estabelece uma ponte entre as duas
estruturas [28]. A degradacao proteolitica envolve a clivagem da cadeia pesada no
residuo Arg336 pelo FIXa, FXa e PCA (protease serinica capaz de inactivar o FVllla
ligado a superficie das plaquetas) e a clivagem no residuo Arg562 apenas pela PCA.
A clivagem no residuo Arg336 no FVllla separa a regido raf que liga os dominios A1
e A2 e facilita a rapida dissociagao do dominio A2 do heterotrimero activado [21]. A
clivagem do dominio A2 no residuo Arg562, destréi a capacidade da subunidade A2

se ligar ao local activo do FIXa, essencial para a actividade do FVllla [21, 28].
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2. DEFICIENCIA CONGENITA DE FAcTOR VIII

2.1. Hemofilia

O défice ou disfuncdo do FVIII — Hemofilia A (HA) é a coagulopatia mais
comum e mais grave que afecta individuos do sexo masculino, com uma prevaléncia
estimada de 1:5 000 nascimentos, [1] e raramente mulheres [2, 3]. Ndo afecta
nenhuma etnia em particular, nem se encontra sujeita a quaisquer limitacoes
geograficas [31, 35-38]. A transmisséo é recessiva ligada ao cromossoma X [37] e
tem sido mantida na populagdo pelo equilibrio entre a perda de genes mutados
(devido a escassa descendéncia dos individuos afectados) e o aparecimento de
novas mutagdes [1, 39].

A Hemofilia A caracteriza-se por hemorragias de dificil controlo nos casos
mais graves que se manifestam nos primeiros anos de vida. A variedade da
expressao fenotipica correlaciona-se com o nivel de FVIII circulante (FVIII.C) e esta
classificada como severa, moderada e ligeira, dependendo da quantidade de FVIII
residual detectada no plasma [3, 40]. A HA é considerada severa se os niveis de
FVIII circulante forem inferiores a 1% (0.01 Ul/mL) (*50% dos casos), moderada
entre 1-5% (0.01 — 0.05 Ul/mL) e ligeira quando os niveis de FVIIl sdo superiores a

6% (0.06 Ul/mL) [40] (Tabela II).

Tabela II: Classificagdo do grau de severidade na Hemofilia A, de acordo com os critérios da ISTH [40].

Actividade . -
. Severidade Aspectos clinicos
residual de FVIII
<0,01 Ul/mL Severa Hemorragias espontaneas nas articulagdes e musculos; hemorragias
(<1% do normal) excessivas ap0s cirurgia, extracgdes dentdrias ou traumatismo.
0,01-0,05 Ul/mL Moderada Hemorragias nas articulagdes e muisculos apds trauma minor; hemorragia
(1% - 5% do normal) excessiva apos cirurgia, extracgdes dentdrias ou traumatismo.
>0,05-<0,40 Ul/mL Ligeira Ndo ocorrem hemorragias espontaneas;
(>5% - <40% do normal) hemorragias apds cirurgia, extracgdes dentdrias ou traumatismo.
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Os locais da hemorragia incluem as articulagbes (joelho e cotovelo),
musculos, sistema nervoso central, superficies mucosas (nasais e orais), tracto

gastrointestinal e genito-urinario, arvore pulmonar e sistema cardiovascular.

2.1.1. Hereditariedade da Hemofilia A

Na grande maioria dos casos a HA é transmitida pelas mulheres portadoras
de mutagdes no gene F8. A mutacao esta presente ao longo de muitas geragdes,
confinada a um ramo da familia ou manifestando-se através de um caso esporadico
[1]. Cerca de 33% dos individuos com HA tém mutagées de novo e a hemofilia
manifesta-se pela primeira vez na familia [37].

Os homens com Hemofilia ndo transmitem a doenca aos filhos, mas todas as
filhas serdo portadoras (Figura 1.9).

Os niveis de FVIII:.C das portadoras podem ser normais ou reduzidos
dependendo da variabilidade do mosaicismo das células somaticas em que se
encontra activo o cromossoma X com o alelo normal ou com o alelo mutado [26, 41].
Em casos muito raros, mulheres com grande predominancia de clones celulares com
o0 cromossoma X com o alelo mutado podem ter niveis mais baixos de FVIII e ser
sintomaticas. Pelo contrario, se o cromossoma X com o alelo normal for
predominante, as mulheres podem ter doseamentos de FVIII:C normais. Esta € a
razao principal para que a determinagéo da actividade do FVIII:C nao seja fiavel no

diagnodstico de portadoras de Hemofilia A.
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Figura 1.9: Transmissdao ligada ao cromossoma X. Probabilidades de genétipo.

(Retirado e adaptado de http://www.hemofilia.bayer.es)

2.1.2. Gene do Factor VIiI: Estrutura e localizagao

O gene do FVIII esta localizado no brago longo do cromossoma X, perto da
banda g28. Tem 186 Kb de extensdo e contém 26 exdes que codificam uma
proteina com 2351 aminoacidos, incluindo o péptido sinal (19 aminoacidos) [1, 25,
42]. O tamanho dos exdes varia de 69 a 262 nucledtidos, exceptuando o exao 14
que tem 3106 nucledtidos e o exdo 26 com 1953 nucledtidos. Tem 6 intrdes com
tamanho superior a 14 Kb, destacando-se o intrdo 22 (IVS22), com
aproximadamente 32 Kb de extensao [20]. O ARNm do FVIIl normal tem 9 Kb com

uma sequéncia codificante composta por 7053 nucledtidos [20, 25, 42].

Cromossoma X

““““““ 10 11 151617 18 19 20 21 22

" 234 56 789 2 13 14 \\//// 232425
, e | \ /

1 1] 1 1] LLl ,
5 ] == 111 - L ) 1 3

|
(Gene FVIII ~ 186kb)

Figura 1.10: Localizagao e estrutura do gene do FVIIl. (Retirado e adaptado de Gallardo
et al., 2001 [43])
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2.1.3. Mutagoes no gene do Factor VI

A heterogeneidade clinica e bioquimica da HA é justificada pela grande
variedade de mutag¢des no gene do FVIII (F8). Esta diversidade de mutagdes pode
ser constactada na base de dados internacional: HAMSTeRS — The Haemophilia A
Mutation, Structure, Test and Resource Site (http://europium.csc.mrc.ac.uk) [39]

onde se encontram registadas todas as muta¢des identificadas (Tabela Il1).

Tabela llI: Perfil Mutacional na Hemofilia A.
Dados retirados do HAMSTeRS (http://europium.csc.mrc.ac.uk) a data de 2007.

Valor relativo

Tipo de mutagao Numero absoluto (%) Fenétipo
Inversdo do Intrdo 22 * 50
Inversdo do Intrdo 1 * 5
Mutacbes nonsense 237
Pequenas delec¢des/insercdes 139/114 Fenétipo Severo
Grandes delecgdes 131
Grandes inserc¢oes 2
Mutacgdes de splicing 53
MutagOes missense 1339
Pequenas delecgdes 6 Fenﬁ;igc;:::go €
Mutagdes de splicing 40

* Dados ndo disponiveis no site HAMSTeRS

Cerca de metade dos casos de HA severa sdo devidos a inversdes
recorrentes no gene do FVIII (inversdo do intrdo 22 e inversao do intrdo 1) que
resultam da recombinacao entre regides homologas [20].

No caso da inversao do intrdo 22 (IVS22) ha homologia entre uma regidao de
9.5 Kb no intrdo 22 (int22h-1) e duas copias extragénicas homologas (int22h-2 e
int22h-3) [44, 45]. O interior do intrdo 22 contém 2 genes adicionais: F8A e F8B.
Freije and Schlessinger (1992) demonstraram a existéncia de 3 copias do gene F8A

e suas regides adjacentes, uma no intrdo 22 e outras duas na extremidade
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telomérica a jusante do local de inicio de transcricdo do gene do FVIII [46]. O gene
F8A né&o possui intrdes, o seu sentido de transcrigdo € contrario ao do gene do FVIII
e tem 2 copias adicionais cerca de 500 Kb a jusante do gene do FVIII. O intrdo 22 do
gene do FVIII € muito extenso (32Kb) e contém uma regido com CpG a cerca de 10
Kb do exdo 22. O gene F8B também esta localizado no intrédo 22 do gene do FVIll e
€ transcrito no sentido contrario ao do gene do FVIIl. Os genes F8A e F8B séao
expressos de forma ubiqua [45].

Na inversao do intrédo 22 (IVS22) podem ocorrer dois tipos de recombinagao
que originam dois tipos de inversao: proximal (80%) ou distal (20%). Este tipo de
rearranjo tem origem quase exclusivamente nas células germinais masculinas,
geralmente nas do avé materno, confirmando a hipétese que o emparelhamento do
braco longo do cromossoma X na meiose feminina inibiria o processo de
emparelhamento intracromossémico que daria lugar a inversao [47, 48].

No caso da inversdo do intrdo 1 o mecanismo de recombinacdo € em tudo
semelhante a inversao do intrdo 22. A homologia existe entre duas regides de 1491

pares de bases: uma no interior do intrédo 1 e outra extragénica [49].
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Figura 1.11: Representagcdao esquematica do mecanismo de Inversao do Intrdao 22
e Intrdao 1 do gene F8. (Retirado e adaptado de Graw, 2005 e Bagnall, 2002 [35, 49])
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As mutacdes nonsense compreendem cerca de 20% do total das mutacdes
pontuais. Existe também um pequeno numero de grandes delecgdes, inser¢des de
retrotransposdes, duplicagdes e rearranjos cromossomicos que envolvem quebras
do gene do FVIII. Cerca de um tergo das pequenas delec¢gdes e metade das
insercdes foram encontradas no exao 14.

As mutacdes que ocasionam auséncia de produgao de proteina ou produgao
de proteinas truncadas (coddes de terminacdo prematura, deleccdes, insercdes e
anomalias de splicing) estdo associadas com deficiéncias graves do factor FVIII e
fendtipo severo [50]. Ha algumas deficiéncias severas associadas a mutagdes
missense, em que o folding incorrecto da proteina mutada altera a sua conformacéao
e a torna instavel a nivel intra e extracelular, o que se traduz numa deficiéncia grave

de factor no plasma [50].

2.1.4. Estudo de portadoras e Diagnéstico Prénatal

Nos ultimos 20 anos, com o desenvolvimento das metodologias de Biologia
Molecular, o diagndstico prénatal (DPN) foi-se tornando cada vez mais viavel.

O DPN inicialmente executado por bidpsia das vilosidades corionicas, é
actualmente realizado em liquido amnidtico, sangue fetal ou por diagndstico pré-
implantatario.

Apods identificacdo da mutagdo num doente com Hemofilia A, a avaliagao da
arvore genealdégica € a primeira abordagem no estudo familiar. No entanto, é
importante estabelecer que a mutacao identificada € responsavel pelo fendtipo
observado no individuo afectado e determinar o estado de heterozigotia de uma

provavel portadora antes de proceder ao diagndéstico prénatal [51]. A metodologia de

23



DIAGNOSTICO MOLECULAR DE HEMOFiLIA A INTRODUGAO

PCR e sequenciacdo nucleotidica directa é simples, de elevada sensibilidade

permitindo o diagndstico prénatal em tempo util.

2.1.5. Genes moduladores do fenotipo Hemofilia A

A severidade das manifestacbes clinicas nos individuos com Hemcofilia A
depende do tipo de mutagéo no gene F8 que condiciona os niveis de actividade do
FVIII. Surpreendentemente, alguns individuos com doseamentos da actividade de
FVIII <1% tém uma clinica hemorragica moderada [35, 52], o que faz supbr da
existéncia de factores moduladores do fendétipo.

A mutagdo Factor V Leiden (FV Leiden) e a variante da Protrombina
G20210A (PRT G20210A) sdo mutagdes de ganho de fungdo [53] que causam,
respectivamente, uma deficiente inactivagdo do Factor V activado (FVa) e um
aumento dos niveis plasmaticos de Protrombina, favorecendo a
hipercoagulabilidade. A co-heranga das mutagdes FV Leiden e/ou da variante da
Protrombina G20210A pode ser um factor determinante na atenuacéao do fendtipo da

hemofilia A severa [52].

2.1.6. Inibidores especificos para o Factor Vi

Nos individuos com Hemofilia A severa cerca de 30% desenvolvem uma
resposta imunoldgica a terapia de substituicdo com concentrados de FVIII [54, 55]. O
desenvolvimento de autoanticorpos para FVIII nos HA é raro [51].

O maior risco que advém do desenvolvimento de inibidores esta associado a
mutagbes nonsense, grandes delecgdes e recombinagdes intracromossomicas
(inversdes) no gene do FVIII, mutagbes estas que originam auséncia completa de
FVIII endégeno [56]. Os individuos com este tipo de mutagbes estdo sujeitos a

tratamento com maior frequéncia devido ao grande numero de episédios
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hemorragicos, associagdo com inflamacgao e danos tecidulares. Contudo, a presenga
de inibidores também esta associada a mutagdes que afectam determinados
dominios do FVIII (Tabela 1V) [57, 58]. Determinados anticorpos apenas reconhecem
o FVIII quando ligado ao FvW devido a alteragéo da estrutura tridimensional [18]. De
facto, os anticorpos competem com o FvW pela ligagdo aos dominios A3 e C2 do
FVIII (epitopos das céluas B) e com o maior epitopo das células T que se localiza no

interior dos dominios C1/C2 [18, 58].

Tabela IV. Prevaléncia de inibidores especificos para o Factor VIl em doentes com
Hemofilia A relativamente ao tipo de mutagdo [59].

Prevaléncia (%) Tipo e Localizagdo da Mutagdo
68 Delec¢do de um ou mais exdes
50 Mutacgbes nonsense na cadeia leve do FVIII
34 Inversdo do intrdo 22
21 Insergdes e delecgdes fora de sequéncias continuas de Adeninas
14 MutagBes nonsense na cadeia pesada do FVIII
12 Mutagdo missense na cadeia leve do FVIII
12 Deleccdo de um exdo
6 InsergGes e delecgdes em sequéncias continuas de Adeninas
4 Mutac¢des missense na cadeia pesada do FVIII
2 Mutacgdes de splicing
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3.0BJECTIVOS DO TRABALHO

Identificar as alteracdes moleculares no gene F8 responsaveis pelo fendtipo
de Hemofilia A nos doentes seguidos, e referidos, no Centro de Hemofilia do Centro
Hospitalar de Coimbra, E.P.E., e estabelecer a metodologia para identificacdo de

portadoras e diagndstico prénatal.

Objectivos Gerais:
« Implementar e optimizar novas metodologias de identificagdo de
mutagcdes no gene F8 de modo a estabelecer uma estratégia de
investigacdo mais eficaz.

. ldentificar as mutagdes no gene F8 em 141 doentes com Hemofilia A.

Objectivos Especificos:
. [Estabelecer a relagdo gendtipo/fendtipo neste grupo de doentes e
identificar factores moduladores do fenétipo dos Hemofilicos severos.
. Com base nos dados obtidos rever o algoritmo de investigacao de

doentes e portadoras.
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Il. MATERIAL E METODOS

1. POPULAGCAO ESTUDADA

O Centro de Hemofilia do Centro Hospitalar de Coimbra (CHC), E.P.E. é o
local de estudo de Hemofilia A na regido Centro, onde sédo seguidos os doentes com
Hemofilia A, B e outras coagulopatias congénitas - tratamento substitutivo, hospital
de dia e internamento; consultas de follow-up regulares e, quando necessario, nas
varias especialidades envolvidas.

Integra o Laboratorio de Hemostase e de Biologia Molecular onde é feito o
diagndstico e caracterizagdo dos doentes, a identificacdo de portadores e a
monitorizacio da terapéutica.

Sempre que indicado, sdo efectuados os estudos familiares para identificacéo
de portadores e aconselhamento genético. Os diagndsticos prenatais séo feitos em
colaboragdo com a Unidade de Diagndstico Prénatal (DPN) da Maternidade Bissaya
Barreto e outros Centros de DPN.

O Centro de Hemofilia do CHC, E.P.E. tem protocolos de colaboragdo com os
hospitais:

« Hospital do Divino Espirito Santo - Ponta Delgada, Agores

« Hospital Mindelo - Cabo Verde (Hemophilia Medical Centre Twining WFH)

Este estudo foi efectuado num grupo de 141 doentes com HA pertencentes a
103 familias aparentemente nao relacionadas. Antes do inicio do estudo foi obtido o
consentimento informado. Noventa e nove dos doentes (64 familias) sdo seguidos

no Centro de Hemofilia do Centro Hospitalar de Coimbra, E.P.E.; 42 doentes (39
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familias) sdo seguidos noutras Instituicbes e apenas recebemos amostras de
sangue periférico, acompanhadas da informacéo clinica.

A classificacdo da severidade da HA foi efectuada de acordo com os critérios
da Sociedade Internacional de Trombose e Hemostase (ISTH) [40]: 67 hemofilicos
severos, 9 moderados e 65 ligeiros. Dos 67 individuos com HA severa, 43, séo
seguidos regularmente no Centro de Hemofilia do CHC. Neste grupo foi recolhida a
informacédo detalhada relativa ao fendtipo clinico, idade do primeiro episédio
hemorragico, frequéncia do tratamento substitutivo e desenvolvimento de inibidores.

Das 103 familias estudadas, 96 s&o de origem portuguesa: 87 de Portugal
Continental e 9 dos Agores; 6 familias sdo de origem Cabo Verdeana e 1 de origem

Romena (Tabela V).

Tabela V: Distribuicdo geografica e fenétipo dos doentes estudados.

Grau de Portugal Acgores Cabo Verde Roménia Doentes Familias
severidade n=121 n=14 n=5 n=1 Total n=141  Total n=103
HA severa 53 8 5 1 67 52
HA moderada 7 2 9 7
HA ligeira 61 4 65 44

Distribuicao da populagao estudada por
fenétipo

H Hemoflia A severa
H Hemofilia A moderada

L4 Hemofilia A ligeira

Figura 2.1: Distribuicao da populagao estudada por fenétipo.
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2. COLHEITA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Para a realizagdo dos estudos funcionais e imunologicos foram utilizadas
amostras de sangue colhidas por pungao venosa atraumatica em tubos de vacuo de
3 mL (Vacuette, Greiner bio-one, Germany) e anticoaguladas com citrato de sédio
(9:1 vlv, com citrato trissédico 0,129M pH 7,4). As amostras obtidas foram
centrifugadas a 1200-1500g durante 15 minutos para obter plasma pobre em
plaquetas para processamento. No plasma obtido foram realizados de imediato os
estudos funcionais em paralelo com controlos de nivel patolégico e normal. O
restante plasma foi separado em aliquotas e congelado a —80° C até a realizagao
dos estudos imunoldégicos.

Os estudos moleculares foram realizados em amostras de sangue total
obtidas igualmente por pungdo venosa atraumatica, mas anticoaguladas com
KsEDTA (Acido etilenodiaminotetracético tripotassico: 1.5 + 0.15 mg/mL sangue) [55,
60] e congeladas a -80°C até se proceder ao isolamento de ADN.

Os estudos para DPN foram efectuados a partir de liquido amniético obtido
por aminiocentese as 12-15 semanas de gestagcdo. Simultaneamente, e em
colaboragdo com Centro de Diagndstico Prénatal da Faculdade de Medicina da
Universidadede Coimbra, € efectuada a cultura celular de amniocitos. No ADN
obtido do liquido amnidtico é sempre executado o despiste de contaminagao

feto-materna através dos marcadores THO/THO1, FES/FPS, VWA e F13/A01 [61].

As amostras referidas ao Laboratério de Hemostase vindas de outros Centros
tém que cumprir os requisitos de colheita e separagcdo de amostra referidos (quando
necessario) e serem recepcionadas em boas condigdes. Todas as amostras tém que

ser acompanhadas de uma breve historia clinica (http://www.chc-hematologia.org).
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3. METODOS

3.1. Estudos Funcionais e Imunolégicos
3.1.1. Testes de rastreio

3.1.1.1.Determinacao do Tempo de Tromboplastina Parcial Activada

O TTPA é um teste de coagulagédo in vitro que mede o tempo que uma
amostra de plasma demora a produzir um coagulo, apds adicdo de um agente
activador, usando sistemas 6pticos e mecanicos de deteccdo. Permite o rastreio in
vitro de anomalias nas reacg¢des de coagulagcdo sanguinea desencadeadas por
exposicao do plasma a superficies carregadas negativamente (activadores). O
plasma € incubado por 3 minutos com um reagente (cefalina) que fornece
fosfolipidos procoagulantes e um pd superficialmente activo (p. ex.: silica
micronizada). E adicionado calcio 0,025M e o tempo de formagdo do coagulo é

registado.

3.1.2. Testes confirmatorios

3.1.2.1. Doseamento de FVIIl por Método Coagulante

O doseamento de FVIII é baseado no TTPA e mede a actividade do factor em
causa na produgao do coagulo de fibrina. O método baseia-se na capacidade de o
plasma em estudo, quando incubado com plasma liofilizado deficiente na proteina
que se pretende quantificar, mas contendo todos os outros factores necessarios
para assegurar uma coagulagdo normal, corrigir os tempos de coagulagao

prolongados.
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A determinagao da actividade do FVIII nas amostras em estudo foi realizada
através da utilizacdo de plasma deficiente em FVIII (Plasma deficiente em FVIII,
Dade Behring, Germany), hidratado de acordo com as instrugdes do fabricante.

Quando o valor obtido no doseamento de FVIII for inferior a 15% dever-se-a
proceder a reavaliacdo utilizando um procedimento préprio - doseamento FVIII
valores baixos. Este procedimento tem caracteristicas préprias: utiliza uma curva de
calibragdo para valores baixos onde as diluicdes do Plasma Humano Padrdo séo
efectuadas em plasma deficiente no factor que se pretende avaliar.

As amostras foram processadas a par com um plasma controlo (HemoslIL
Normal Control, IL, USA e Plasma de Control N, Dade Behring, Germany), nos
sistemas automaticos ACL9000 (IL), Sysmex CA-1500 e BCS XP - Siemens®,

Germany.

3.1.2.2. Doseamento de FVIII por substratos cromogénicos

O ensaio cromogénico para determinacédo da actividade de FVIII é mais
vantajoso que o método coagulante, uma vez que néo € sensivel a pré-activagao do
FVIII, evitando assim a sobrevalorizagcdo da sua actividade.

Neste ensaio, o FVIIl presente na amostra a estudar € completa e
rapidamente activado pela trombina contida no reagente. O FVllla acelera a
conversdo de FX a FXa na presenca de FIXa, fosfolipidos (PL) e ides calcio. A
actividade do FXa € avaliada pela hidrélise de um substrato cromogénico especifico,
a p-nitroanilida (S-2765) (Figura 2.2). O desenvolvimento de cor por libertagdo do
cromoforo p-nitroanilina (pNA) é medido espectrofotometricamente a 405 nm e a sua
intensidade & proporcional a actividade de FXa, ou seja, a actividade de FVIIl na

amostra.
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Figura 2.2: Representacao esquematica das reac¢ées que ocorrem na determinagao

da actividade de FVIII por substratos cromogénicos.

Este método é wusado em paralelo com o método coagulante e
preferencialmente, para monitorizar a terapéutica substitutiva com concentrado de
FVIIl (Factor VIII cromogénico, Dade Behring, Germany) realizado num sistema

optico automatico (Sysmex CA-1500 e BCS XP - Siemens®, Germany).

3.1.2.3. Doseamento de Factor de von Willebrand antigénico e determinagao

da actividade do Factor de von Willebrand

O doseamento de FYW:Ag e a determinagcao da FvW:Act foram efectuados
com kits comerciais de imunoensaio enzimatico (DG- Diagnostic Grifols-EIA vVWF)
baseados na técnica de ELISA, num sistema automatico de ELISA (Triturus, Grifols).

Na determinagdo de FvW:Ag, o suporte solido (placa de micro-ELISA),
encontra-se revestido com um anticorpo anti-FvW humano monoclonal especifico
capaz de ligar o FYW da amostra ou do controlo; na determinagédo do FvW:Act, o
revestimento é com o anticorpo monoclonal especifico para regido funcional do FvW
(ligacao a Glicoproteina Iba)). O complexo FvW - anticorpo monoclonal é revelado
através da utilizacdo de um segundo anticorpo marcado com peroxidase que se liga

a um determinante antigénico diferente na molécula de FvW. A actividade
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enzimatica € demonstrada pela sua accdo oxidativa sobre o substrato
tetrametilbenzidina (TMB) na presenca de peroxidase de ureia. A reacgao é
terminada com a adicdo de acido sulfurico na concentracdo de 0,36N e a
intensidade de cor obtida é lida no comprimento de onda de 450 nm contra um filtro

de referéncia 650 nm.

3.1.2.4. Doseamento de FVIII antigénico

Na HA, a quantidade de FVIII procoagulante (FVIII:C) detectada pode ser
comparada com os niveis plasmaticos de antigénio [FVIII:Ag, material de reacgéo
cruzada (CRM)]. Isto permite distinguir o fenétipo CRM negativo (auséncia total de
FVIII no plasma), o CRM positivo (presenga de FVIII disfuncional no plasma) e o
CRM reduzido, quando os niveis plasmaticos de FVIII sdo reduzidos [15, 26].

O doseamento de FVIII antigénico (FVIIIC:Ag) foi efectuado com um kit
comercial de imunoensaio enzimatico (Asserachrom® VIIIC:Ag, Diagnostica Stago,
France) baseado na técnica de ELISA, num sistema automatico de ELISA (Triturus,
Grifols).

O suporte solido (placa de micro-ELISA), encontra-se revestido com um
anticorpo monoclonal especifico de rato (F(ab’)2 de MoAbs 833), capaz de ligar o
FVIII da amostra ou do controlo. O FVIII:Ag que se liga a esse anticorpo monoclonal
é revelado através da utilizagdo de um segundo anticorpo marcado com peroxidase
(MoAbs D4H1), que se liga a outro determinante antigénico na molécula de FVIII. A
actividade enzimatica € demonstrada pela sua acg¢ao oxidativa sobre o substrato
tetrametilbenzidina (TMB) na presenca de peroxidase de ureia. A reacgao é
terminada com a adigao de acido sulfurico na concentragdo de 1M e a intensidade

de cor obtida é lida no comprimento de onda de 450 nm.
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3.1.2.5. Pesquisa de Inibidores e Doseamento de inibidores pelo método

Bethesda/Nijmegen

O desenvolvimento de inibidores especificos contra o FVIII é uma
complicacado do tratamento de individuos com Hemofilia A. A presenga ou auséncia
destes inibidores foi determinada, inicialmente através de um teste de pesquisa que
se baseia na mistura, em partes iguais (1:1), de plasma do individuo e plasma
normal. A adicao de plasma normal ira “corrigir’ a deficiéncia e normalizar o TTPA na
mistura. A ndo correcgao indica a presenca de inibidores. Os inibidores anti-FVIII
necessitam de incubagdo durante 2 horas a 37°C - inibidores de accgao lenta/
dependentes do tempo e da temperatura, pelo que se efectua a leitura imediata e
apods incubacao [55].

A titulagdo do inibidor foi determinada pelo método Bethesda e
Bethesda/Nijmegen [55, 60, 62]. Em ambos os métodos, a unidade Bethesda (UB) é
definida como a quantidade de inibidor capaz de neutralizar 50% de FVIII.C no
plasma normal apds incubagao de 2 horas a 37°C. Apds o periodo de incubagao, o
FVIII residual € determinado e a quantidade de inibidor calculada a partir de um
grafico standard da actividade do FVIII residual versus unidade de inibidor. O
método Nijmegen-Bethesda modificado € usado para monitorizar o desenvolvimento
de inibidores para o FVIII plasmatico com baixo titulo e reduzir a possibilidade de

obter falsos positivos.
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3.2. Estudos Moleculares

3.2.1. Extrac¢cao de ADN pelo método de salting-out

O ADN gendmico foi obtido a partir de sangue periférico anticoagulado em
KsEDTA, segundo o método salting-out modificado [63]. O sangue, previamente
congelado, foi homogeneizado em vortex (TechnoKartell, Iberlab) e 700 pL de
sangue total foram colocados em aliquotas de 1,5 mL previamente marcadas,
juntamente com 700 pL de tampéao de lise (0,32M Sacarose, Sigma; 10mM Tris-HCI
pH7.5, 5mM MgCl,.6H,0, 1% Triton X-100). A suspensao celular foi submetida a
agitagado vigorosa em vortex durante 30 segundos e, posteriormente, sujeita a
centrifugacdo (Beckman GP Centrifuge) durante 1 minuto a 13 000 rotacbes por
minuto (r.p.m.). O sobrenadante foi aspirado por meio de pipeta de Pasteur e foram
adicionados novamente 700 uL de sangue total e igual propor¢ao de tampao de lise.
O sedimento obtido (fase nuclear) foi ressuspendido em 1 mL de agua destilada,
agitado vigorosamente até desfazer o sedimento e centrifugado durante 1 minuto a
13 000 r.p.m.. Este procedimento foi repetido até o sedimento se apresentar de cor
branca. Foi preparada uma solugdo desnaturante com agua destilada, 5x tampao
Proteinase K (0,375M NaCl, 0,12M EDTA), 20% SDS e Proteinase K (10 mg/mL), da
qual foram retirados 370 uL para adicionar ao sedimento obtido. A solugao foi sujeita
a vortex intenso durante 15 segundos e incubada em banho-maria (Watterm DG-22,
Diagnostic Grifols) a 60°C durante 45 minutos, com agitagdo em vortex a cada 15
minutos. O detergente (SDS) € um detergente anidnico que promove a lise da maior
parte das células, desnatura algumas proteinas e inibe a actividade enzimatica,
dissolve lipidos e ajuda a romper a membrana plasmatica e o invélucro nuclear.
Juntamente com a PK (protease serinica ndo especifica utilizada para purificar

solugdes de proteinas contaminantes por clivagem de ligagbes peptidicas e capaz
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de inactivar outras actividades enzimaticas). A enzima (isolada do fungo Tritirachium
album) ajuda a degradar proteinas a temperatura 6ptima do seu funcionamento,
temperatura essa que sendo elevada (60° C) inactiva as ADNases responsaveis pela
degradagdo do ADN e auxilia a dissolugdo das estruturas membranares. Apds a
incubacédo, foram adicionados a solugcdo 100 yL de NaCl 6M, agitado durante 15
segundo e centrifugado durante 7 minutos a 13 000 r.p.m.. Desta solugéo foram
retirados 450 pL do sobrenadante e transferidos para nova aliquota devidamente
identificada. A este volume foi adicionado 1 mL de etanol absoluto gelado (-20°C) e a
solugéo obtida foi invertida suavemente até ser visualizada a “medusa” de ADN. A
aliquota foi mantida a -40°C durante 3 a 4 horas e depois centrifugada durante 5
minutos a 13 000 r.p.m.. O etanol foi retirado por meio de uma pipeta de Pasteur
sem que o ADN fosse tocado. O etanol sobejante foi evaporado em centrifuga de
vacuo (Eppendorf Concentrator 5301, Alfagene). O ADN foi dissolvido em 300 pL de
agua destilada e conservado a 4°C até ser processado.

O sal (NaCl) é utilizado para auxiliar na dissociagao das proteinas dos acidos
nucléicos. O alcool possibilita a precipitacdo dos acidos nucléicos uma vez que
bloqueia a electronegatividade do esqueleto fosfato-agucar e favorece a
aglomeracao das moléculas de ADN. Como o ADN nao é soluvel em alcool, precipita
nesta fase. Todos os restantes componentes que dela fazem parte, a excepgao do

ADN, permanecem em solugao.
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3.2.2. Extraccao de ADN por kit comercial (Jetquick, Genomed, GmbH)

Algumas das técnicas de Biologia Molecular requerem ADN de elevada
pureza. A quantidade, pureza e integridade do acido nucleico extraido depende de
muitos factores e tem uma grande influéncia no resultado das técnicas que serao
aplicadas, especialmente em alguns tipos de PCR. O método de extracgao por
salting-out, embora permita a obtengdo de ADN de qualidade e em quantidade, ndo
o permite com elevada pureza, deixando substancias que poderao funcionar como
interferentes para a realizacdo de PCR, inibindo a Taq polimerase.

A extraccdo de ADN gendmico foi realizada seguindo as instru¢gées do
fabricante. O ADN genomico foi obtido a partir de 200 pL de sangue total
previamente descongelado, aos quais foram adicionados 20 uL de Genomed
Protease (20 mg/mL) e 200 uL de tampédo K1 do kit de extracgédo. A solugéo foi
vigorosamente homogeneizada no vortex e colocada num banho-maria (Watterm
DG-22, Diagnostic Grifols) a 58°C, durante 10 minutos. No final do periodo de
incubagdo, foram adicionados 200 uL de etanol absoluto e a solugdo foi
vigorosamente homogeneizada no vortex, de forma a evitar a precipitagdo dos
acidos nucleicos devido a elevada concentracdo de alcool. Procedeu-se a
identificacdo de um tubo de recolha, ao qual se juntou uma coluna com membrana
de silica. A solucgao foi transferida para a coluna de extraccdo com o auxilio de uma
pipeta de Pasteur e centrifugada a 10 600 r.p.m. durante 1 minuto. O liquido
existente no tubo de recolha foi eliminado e a coluna, novamente colocada no tubo
de recolha. A coluna foram adicionados 500 pL de tamp&o KX do kit comercial e
centrifugou-se a 10 600 r.p.m. durante 1 minuto. O liquido do tubo de recolha foi
novamente rejeitado e a coluna introduzida no tubo de recolha. Adicionaram-se a

coluna 500 uL de tampado K2 do kit comercial e centrifugou-se a 10 600 r.p.m
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durante 1 minuto. O liquido obtido foi rejeitado e a coluna novamente introduzida no
tubo de recolha. A coluna foi centrifugada a 13 000 r.p.m. para remover os restos de
tampao da membrana de silica. A coluna foi transferida para uma aliquota
esterilizada previamente identificada. A eluicdo do ADN foi efectuada com 100 uL de
agua destilada desionizada adicionados a membrana. A coluna incubou durante 5
minutos a temperatura ambiente e foi centrifugada a 13 000 r.p.m. durante 2

minutos, para recolher o eluado.

3.2.3. Extraccdo de ADN gendémico de liquido amnidtico por kit comercial
(Jetquick, Genomed, GmbH)

O ADN fetal foi extraido a partir de 3 mL liquido amnidtico obtido por
amniocentese as 12-15 semanas de gestacéo.

Procedeu-se a homogeneizagcdo da amostra de liquido amniético no vortex,
durante 15 a 30 segundos. Numa aliquota esterilizada previamente identificada foi
colocado 1 mL de liquido amnidtico. A amostra foi centrifugada a 13 000 r.p.m.
durante 1 minuto. O sobrenadante foi rejeitado. Adicionou-se mais 1 mL de amostra
a aliquota e centrifugou-se a 13 000 r.p.m. durante 1 minuto. O sobrenadante foi
rejeitado e foi adicionado 1 mL de soro fisiolégico esterilizado para proceder a
lavagem das células. A amostra foi centrifugada a 13 000 r.p.m. durante 1 minuto.
Apoés rejeicao do sobrenadante, o procedimento utilizado foi o referido no ponto
anterior. A eluicdo do ADN fetal foi efectuada com 25 uL de agua destilada

desionizada.
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3.2.4. Extraccao de ARNm por kit comercial (RNeasy Plus Mini Kit, Qiagen)

A extracgao e purificagdo do ARNm foi realizada a partir de 6 mL de sangue
total anticoagulado em K3EDTA, apds separagao da fraccgao linfécitaria de sangue
por gradiente de Ficoll® (Lymphoprep™, Axis-Shield, Norway).

Utilizando uma pipeta de Pasteur, foi colocada a amostra em tubo de
extraccdo 15 mL, sem perturbar a camada superior de Lymphoprep™. Centrifugou-
se a amostra a 3000 r.p.m. durante 30 minutos. Apds centrifugagao, e sem perturbar
as camadas formadas, foi recolhida a camada de células mononucleares para um
terceiro tubo de extracgao, previamente identificado. De seguida, procedeu-se a lise
dos eritrocitos remanescentes com tampao de lise de glébulos vermelhos (RCLB) 1x
(Amersham) refrigerado, para evitar contaminagdo da hemoglobina na reacg¢ao de
transcrigédo reversa. O sedimento obtido foi homogeneizado com pipeta de Pasteur e
a ele adicionados 10 — 14 mL de tampéo fosfato (PBS 1x). A preparacgéao foi sujeita a
centrifugagcéo a 3000 r.p.m. durante 4 minutos. O tampao fosfato foi eliminado por
inversao do tubo de extraccao. Foi entdo preparado o lisado de Tiocianato de
guanidina (GTC): 1 mL da solugdo de GTC activada com R-Mercaptoetanol na
proporgao de 7,1 uL por mL de solugédo de GTC, e adicionado a amostra. Sujeitou-se
a suspensao a vortex vigoroso. Procedeu-se a sua homogeneizagdo passando-a
repetidas vezes por agulha de 18G com seringa de 2 mL. Este procedimento permite
a degradacao de ADN de elevado peso molecular, melhorando o rendimento da
extracdo de ARN. Os lisados foram conservados a — 80°C até ao momento de
extraccao de ARNm.

A extracdo de ARNm foi realizada a partir de 500 yL de lisado celular
descongelado. A amostra foi novamente homogeneizada e foram transferidos 500

ML do lisado para uma coluna gDNA Eliminator, sujeita a centrifugagédo a 10 000
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r.p.m. durante 30 segundos. Este passo é repetido as vezes necessarias até esgotar
todo o volume de lisado na coluna. Ao eluado foram adicionados 500 uL de etanol a
70% (v/v) e procedeu-se a homogeneizagdo. Foram transferidos 700 pyL da solugéo
para uma coluna RNeasy mini spin column e incubados 30 minutos a temperatura
ambiente. Procedeu-se a centrifugagcdo a 10 000 r.p.m. durante 15 segundos. Ao
ARN total ligado a membrana da coluna foram adicionados 700 uL de tampdo RW1.
Procedeu-se a nova centrifugagcédo, nas mesmas condi¢des. Adicionaram-se 500 pL
de tampao RPE a coluna e seguiu-se nova centrifugacéo. Este passo de lavagem foi
repetido uma segunda vez. A coluna é entdo aberta e incubada a temperatura
ambiente durante 20 minutos, para permitir a eliminacao de restos de etanol.

O ARN obtido €& eluido com 25 uL de agua livre de ARNases apos

centrifugagéo a 13 000 r.p.m. durante 1 minuto.

3.2.5. Determinacao Espectrofotométrica da Quantidade de ADN

O método mais utilizado para determinar a quantidade e pureza do ADN
gendmico € a analise espectrofotométrica. As bases nitrogenadas da dupla hélice
apresentam uma absor¢cao maxima no comprimento de onda de 260 nm. A relagao
entre a concentragdo de ADN e a absorvancia a 260 nm (Azsonm) € linear até ao valor
de 2,0. Logo, a concentragdo de ADN em solugdo pode ser determinada. Por
exemplo, ADN de cadeia dupla Azsonm=1,0 corresponde a 50 pg/mL. Foram
preparadas diluicbes de 1/200 ou 1/100 de ADN em 1 mL de agua destilada e
quantificadas a um comprimento de onda de 260nm. A presenca de proteinas, ARN,
detergentes e solventes organicos na preparagao pode interferir na determinagao.
Uma vez que o maximo de absorcdo do ADN e proteinas ocorrem respectivamente a

A260nm e A280nm. Uma preparacdo de ADN razoavelmente pura deve apresentar
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A260nm /A280nm = 1,95. A concentragdo é determinada em ng/uL. A quantificagéo
do ADN gendmico obtida foi realizada no sistema Thermo Scientific NanoDrop 2000

(Thermo Fisher Scientific).

3.2.6. Polymerase Chain Reaction (PCR) Convencional

A PCR é um método in vitro para a sintese enzimatica de determinadas
sequéncias de ADN. A técnica de PCR ¢é caracterizada pela multiplicacdo
(amplificagdo) de ADN durante um determinado numero de ciclos repetitivos. Cada
ciclo compreende 3 fases dependentes da temperatura: desnaturacdo, fusdo e
extensgo.

A temperatura de fusdo €& a mais importante, pois pode afectar a
especificidade da reacgdo. Como a hibridizagdgo ADN — ADN & um fendmeno
dependente da temperatura, uma temperatura muito elevada nao permite a
hibridizagdo. Se a temperatura for muito baixa, ha formacgao de hibridos que nao
possuem os pares de bases correctos. A temperatura de fusado ideal tem que ser
suficientemente baixa para permitir a hibridizagao entre o oligonucleétido e a cadeia
de ADN molde, mas suficientemente alta para impedir que se formem hibridos com
erros [64]. Esta temperatura pode ser estimada através da determinagdo da
temperatura de fusado (melting temperature, Ty) pela formula: T, (°C) =4 x (C + G) +
2x(A+T)

A desnaturagdo do ADN é conseguida atingindo elevadas temperaturas, que
promovem a separacao da dupla hélice em cadeias simples, funcionando as cadeias
como molde para a sintese de novas cadeias. A reacc¢ao utiliza um par iniciadores
(primers), sequéncias de oligonucledétidos complementares com a cadeia padrao de

ADN, que hibridizam com as cadeias opostas e delimitam a sequéncia alvo que se

42



DIAGNOSTICO MOLECULAR DE HEMOFiLIA A MATERIAL E METODOS

pretende amplificar. Os iniciadores s&o fragmentos sintéticos de ADN
(oligonucledtidos) que se ligam especificamente ao inicio da sequéncia alvo. Quanto
maior for o fragmento a amplificar, maior € a dificuldade em obter resultados
consistentes. Os oligonucleétidos ndo podem ser muito grandes (diminuem a
velocidade de hibridizagdo, reduzindo o numero de moléculas amplificadas), nem
muito pequenos (podem hibridizar com sequéncias que nao as alvo).

A ligacédo dos oligonucledtidos a cadeia molde é seguida de extensdo dos
oligonucledtidos a uma temperatura mais elevada que a da fase anterior. O
alongamento dos oligonucledtidos é catalisado pela enzima Taq polimerase, uma
ADN polimerase termostavel isolada a partir da eubactéria termofilica Thermus
aquaticus. Uma segunda cadeia de ADN complementar é sintetizada ao longo da
sequéncia alvo. No final de cada ciclo, o ADN é duplicado na area delimitada pelos
iniciadores. A passagem de uma fase para a outra ocorre de forma suave e é

permitida pelo termociclador.

TN TUIT LT NI LR,

LT T T AT,

Figura 2.3: Esquema representativo de um ciclo de PCR. (Retirado de IQ-PCR, Immuno
AG, 1996).
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3.2.7. Transcrigao Reversa do ARNm Extraido

Este procedimento € iniciado imediatamente apds a extraccao e eluicdo do
ARN. Foi utilizado o kit High-capacity cDNA Archive (Applied Biosystems), cujos
reagentes necessarios a preparagdo da mistura de PCR foram descongelados, com
excepgao das enzimas Multiscribe RT e RNAsin® 20 U/uL (Promega).

A um eppendorf de 200 uyL foram adicionados 25 pL de ARN. O tubo foi
colocado no termociclador (T Personal Basic, Biometra) e incubado a 65°C durante
10 minutos. Posteriormente, foram adicionados 25 pL da mistura de reacgao
contendo tampao RT 10x, random primers d(N)s 10 uM, dNTP’s 25 uM, MultiScribe
RT 50U/uL e RNAsin® 20U/uL. A reaccdo de transcricao reversa foi realizada no
termociclador T Personal Basic (Biometra), que executou uma incubagao a 25°C
durante 10 minutos, 37°C, durante duas horas, seguida de um passo de inactivagéao

enzimatica, a 65°C durante 10 minutos.

3.3. Estudos moleculares do Gene F8

3.3.1. PCR Longo - Inversao do intrao 22 do gene F8

Geralmente, a Taq DNA polymerase comum tem dificulade em amplificar
fragmentos de ADN superiores a 5 Kb. Presume-se que isto acontega, em parte,
devido a impossibilidade de corrigir ANTP mal incorporados. A taxa de extenséo da
cadeia a partir da incorporacdo de dNTP incorrectos € reduzida, provocando uma
diminui¢do no rendimento da sintese de produtos longos de ADN.

A reacgdo de PCR Longo usa duas polimerases: esta mistura de enzimas
permite a formagao de produtos de PCR de tamanho superior a 3 Kb. No PCR

Longo, a produgao de fragmentos de ADN de tamanho superior a 5 Kb € conseguida
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através da utilizacdo de uma mistura de ADN polimerases termoestaveis: uma non-
proofreading que é a que existe em maior concentragdo e uma com actividade
exonucleotidica 3’ para 5 (proofreading) presente numa concentragdo mais baixa.
Este tipo de propriedade permite a deteccdo e remocao de bases incorrectamente
incorporadas. A reacg¢ao de PCR torna-se mais lenta, mas permite a formacao de
produtos mais longos.

A reaccao de PCR Longo foi realizada num volume final de 25 pL contendo
200-300 ng de ADN genomico, 1 U da mistura de ADN polimerases DyNAzyme EXT
DNA Polymerase (Finnzymes, Finland), tampao 3 do kit Expand Long Template PCR
System (Roche Diagnostics, GmbH), 7,5% DMSO, 250 uM dGTP, 250 uM deaza-
dGTP and 500 uM of the other dNTP’s. As regides homdlogas do intrdo 22, intra e
extragénicas, foram amplificadas com 3 primers (A, P e Q) [65] utilizados na
concentracéo final de 1.8, 1.8 e 0.5 uM, respectivamente (Tabela VI). Para efeitos de
diagndstico, apenas duas das quatro combinacbes de pares de primers (P+Q e
Q+A) foram consideradas suficientes para dar um resultado conclusivo. As
condicbes de amplificacdo encontram-se descritas na Tabela VII. O produto da
reaccao foi resolvido (Horizon®, Life Techonologies) utilizado um marcador de ADN
de 1 Kb (1 Kb ADN Plus, Invitrogen) num gel de agarose 0,4% (p/v) corado com
brometo de etidio (10 mg/mL) e visualizado sob luz UV num transiluminador Vilbert
Lourmat, ap6s 17 horas/15 V.

A técnica de PCR Longo é realizada com Hot Start. O ADN padrdo e os
primers sao misturados inicialmente e mantidos a uma temperatura inferior ao limiar
de ligacdo nao especifica do primer ao ADN molde. Com este método, os primers
nao tém possibilidade de se ligar de forma ndo especifica. A utilizacédo de DMSO -

co-solvente que destabiliza o ADN quebrando o emparelhamento das bases e
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facilitando a separagdo da dupla cadeia de ADN - aumenta o rendimento e
especificidade da reac¢cdo de PCR em amostras ricas em regides GC. Esta técnica
permite com exactidao, de forma simples, rapida e directa permitir o diagndstico de

hemofilicos A severos e portadoras.

Tabela VI: Sequéncia nucleotidica dos primers utilizados na técnica de PCR Longo [65].

Designacao e e ,
Oligonuclestido Sequéncia (5' para 3') Tamanho
P GCCCTGCCTGTCCATTACACTGATGACATTATGCTGAC 38 mer
Q GGCCCTACAACCATTCTGCCTTTCACTTTCAGTGCAATA 39 mer
A CACAAGGGGGAAGAGTGTGAGGGTGTGGGATAAGAA 36 mer

Tabela VII: CondigGes do programa de PCR Longo [66].

Etapas Condi¢Ges de amplificagao
Desnaturacdo inicial 942 C, 2 min
Desnaturagao 942 C, 10s 942 C, 10s
Fusdo 652 C, 30s 652 C, 30s
Extensao 682 C, 12 min 682 C, 12 min + 20s por ciclo
N.2 ciclos x10 x20

(Abreviaturas: s — segundos; min — minutos)

Figura 2.4: Electroforese em gel de agarose 0,4% dos produtos de PCR obtidos
apos realizagao do PCR Longo para IVS22. Legenda: 1 - Marcador 1 Kb; 2 - Portadora;

3 - Inversao do intréo 22; 4 - Normal; 5 - Normal; 6 - Branco

Alguns dos hemofilicos foram estudados previamente no Centro de Hemofilia
do C.H.C., E.P.E., para a Inversao do Intrdo 22 do gene do F8 por Southern blot com
digestéo pela ezima Bcll, utilizando um fragmento de 0,9 Kb do plasmideo p482.6

como sonda.
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3.3.2. PCR Multiplex - Inversao do intrdo 1 do gene F8

A reacgao de PCR Muiltiplex foi realizada num volume final de 25 uL contendo
200-300 ng de ADN genodmico, 1 U Taq Platinium (Invitrogen), tampao da enzima
(Invitrogen), dNTP’s 2,5 mM, 7,5% DMSO. As regides homodlogas do intrdo 1 (intra e
extragénica), foram amplificadas com os primers 9cR, 9F, 1h-2F e 1h-2R na
concentracao de 50 ng/uL (Tabela VIII). As condicbes de amplificacdo encontram-se
descritas na Tabela IX, Termociclador Biometra. O produto da reacgao foi resolvido
(Horizon®, Life Techonologies, 120V/45min), utilizando um marcador de ADN de 1 Kb
(1 Kb ADN Plus, Invitrogen) num gel de agarose 0,4% (p/v) corado com brometo de

etidio (10 mg/mL) e visualizado sob luz UV /transiluminador Vilbert Lourmat.

Tabela VIII: Sequéncia nucleotidica dos oligonucledtidos utilizados na técnica de PCR

Multiplex [49].

Designagao Oligonucleétido Sequéncia (5' to 3') Tamanho
F8Intronl- 9F GTTGTTGGGAATGGTTACGG 20mer
F8Intronl- 9cR CTAGCTTGAGCTCCCTGTGG 20mer
F8Intronlh- 2F GGCAGGGATCTTGTTGGTAAA 21mer
F8Intronlh- 2R TGGGTGATATAAGCTGCTGAGCTA 24mer

Tabela IX: CondicGes do programa de PCR Longo [49].

Etapas CondigGes do programa N.2 ciclos
Desnaturacdo Inicial 94eC -3’ 1
Desnaturacgdo, Fusdo, Extensdo 94°C —30”; 65°C—30""; 72°C -2’ 30
Extensdo Final 72°C-3' 1
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Figura 2.5: Inversao do Intrao 1 do gene do FVIIl. Legenda: 1 - 100 pb ADN ladder;

2 - portadora; 3 e 4 - amostras normais; 5 - branco da reacc¢ao inth1.

3.3.3. Amplificagao e sequenciagao do Gene F8 - PCR da regiao promotora,
regioes exonicas e intrénicas flaqueantes

A reaccao de PCR foi realizada num volume final de 50 uL contendo 200-300
ng de ADN gendmico, 1 U Taq Platinium (Invitrogen), tampao da enzima (Invitrogen),
dNTP’s 2,5 mM, primers numa concentragdo de 50 ng/uL. As condicbes de
amplificagdo encontram-se descritas na tabela X (T Personal, Biometra). O produto
da reaccdo foi resolvido num gel de agarose 1% (Horizon®, Life Techonologies,
120V/45min), juntamente com um marcador de ADN de 100 pb (100 pb ADN Plus,
Invitrogen) (p/v) corado com brometo de etidio (10 mg/mL) e visualizado sob luz UV
num transiluminador Vilbert Lourmat.

A sequéncia dos primers para a regidao promotora, exdes 1-26 e respectivas
zonas intronicas flanqueantes foi escolhida de acordo com [67]. Todos os primers
foram desenhados de modo a abranger 20 nucledtidos da respectiva regido
intrénica, e originando fragmentos de tamanho semelhantes. Para o ex&do 14, dada a
sua extensado, foram desenhados varios primers com zonas de sobreposicdo. Com
este critério, foi possivel optimizar todas as reacdes PCR com a mesma temperatura

de annealing de modo a amplificar todo o0 gene com um programa unico (Tabela X).
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Tabela X: Condi¢6es do programa de PCR [67].

Etapas Condigdes do programa N.2 ciclos
Desnaturagdo Inicial 94eC- 3’ 1
Desnaturagao, Fusdo, Extensdo 94¢eC - 20”;57°C- 30”;72°C- 1’ 34
Extensdo Final 72°C- 3 1

1.2 /'3 4 (5 6 7 89 10 11 12 13 14 15 16 17 18 (19 (20

21 22 23 24 (25 2g 14. P+1 1. E14B

15. E2-3 2. E14CD

16. E4 3. E15

17. ES5 4. 100 pb ADN /adder
18. E6 5. E16-18

19. E7 6. E19-20

20. E8-9 7. E21

21. 100 pb ADN ladder 8. 100 pb ADN Jadder
22. E10 9. E22

23. E11 10. E23

24, E12 11. E24-25

25. E13 12. E26

26. E14A 13. Branco

Figura 2.6: Electroforese em gel de agarose 1% dos produtos de PCR obtidos na

amplificacao do gene F8.

3.3.3.1. Purificagdo com ExoSAP-IT®

A sequenciacao nucleotidica directa necessita de produtos de PCR puros. No
final de uma reaccédo de PCR, os dNTP’s ndo consumidos, assim como os primers,
permanecem em solugdo com o ADN de cadeia dupla sintetizado. A existéncia de
tais substancias juntamente com o produto a processar ira interferir com os
resultados que se desejam obter. Para tal, € necessaria a purificagdo dos produtos
de PCR obtidos. A adicdo directa e proporcional de uma mistura de enzimas
hidroliticas ExoSAP-IT® (USB Corporation, USA), Exonuclease | e Fosfatase Alcalina

de camardo, permite a remocgao de tais substancias da solucdo. A enzima
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Exonuclease | degrada primers residuais e ADN de cadeia simples produzido
durante a reacgao de PCR. A Fosfatase Alcalina de camarao hidrolisa os dNTP’s
remanescentes na mistura da PCR. A mistura de enzimas apresenta uma actividade
optima a 37° C e funciona no tampao de PCR.

A 2 pL de ExoSAP-IT® foram adicionados 8 uL de produto de PCR. A
reaccao de purificagdo ocorreu num termociclador (Biometra T Personal e T
Personal Basic, AlfaGene) com uma etapa de purificagdo a 37° C durante 15
minutos, seguida de uma etapa de inactivacdo enzimatica a 80° C durante 15

minutos.

3.3.3.2. Sequenciagao ciclica de ADN

A sequenciacdo foi efectuada pelo método de terminacdo de cadeia de
Sanger et al.[68]. Este método consiste na sintese de cadeias a partir do fragmento
de ADN a ser sequenciado que diferem entre si por um nucleotideo. A sintese das
cadeias truncadas é conseguida pelo uso de ddNTP’s (didesoxirribonucleosideos
trifosfatados - ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP), os quais, e ao contrario dos dNTP’s
(desoxirribonucleosideos trifosfatados), ndo possuem o grupo 3-OH. O kit de
sequenciacéo ciclica BigDye® Terminator v1.1 fornece os componentes necessarios
para a reaccao de sequenciagdo num formato de pré-mistura. As reacgoes ciclicas
de sequenciagao sao realizadas com nucleétidos marcados com fluorescéncia que
sao incorporados a medida que ocorre a extensdao do primer. Usam-se baixas
concentragcdes de ddNTP’s e altas concentragdes de dNTP’s. Em cada reacgao, um
ddNTP € incorporado aleatoriamente na posicdo do dNTP correspondente,

provocando a terminacao da extensao (Figura 2.7).
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DESNATURACAO ANNEALING EXTENSAO PRODUTOS
Enzima, dNTP's e
terminadores marcados
com fluorescéncia
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Figura 2.7: Esquema representativo de reac¢ao de sequenciagao ciclica, com ddNTP
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marcados com fluorocromos. (Retirado de Manual Sequenciagao Applied Biosystems)

A reacgao de sequenciagcao foi efectuada com 1 — 2 pyL de kit de
sequenciacao BigDye® Cycle Sequencing v1.1, 0.5 yL de primer directo/reverso
(3,2 pmol/uL) e 2,8 uL de produto de PCR, purificado por método enzimatico, nas

condigdes do programa de sequenciacao (Tabela Xl).

Tabela XI: Condi¢des do programa de sequenciagao.

Etapas CondigGes do programa N.2 ciclos
Desnaturagdo Inicial 94eC- 3 1
Desnaturacdo, Fus3o, Extens3o 96°C- 10”; 50°C - 5”; 60°C - 4’ 25

A purificacdo dos produtos de sequenciagao foi realizada em colunas DyeEx®
(Qiagen) e posteriormente sujeita a concentracdo em centrifuga de vacuo a
temperatura de 60°C durante 10 — 15 minutos. O produto purificado foi hidratado
com 20 pL Formamida Hi-Di e tranferido para tubos tipo eppendorf 0,5 mL com septa
(ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer, Applied Biosystems) ou microplaca o6ptica

(Hitachi 3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems).
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3.3.3.3. Electroforese capilar no sequenciador automatico

A electroforese capilar de produtos de sequenciacdo nucleotidica foi
efectuada nos sequenciadores de capilares ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer ou
Hitachi 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Trata-se de uma técnica de separacgao realizada em capilares de silica com
um diédmetro interno aproximado de 50 um. Permite separar uma mistura complexa
de moléculas de grande e pequeno tamanho. O capilar encontra-se cheio de
Polimero POP-6 ou POP-4 (Applied Biosystems) e as suas extremidades
mergulhadas em tampao 10x EDTA. O capilar é interrompido num determinado
local, permitindo a sua adaptacdo a um detector LASER. A amostra é carregada
junto ao anodo. O pequeno volume de amostra aspirado permite a aplicagdo de um
campo eléctrico de elevada voltagem (p. ex.: 15 mV) que separa as moléculas com
base na carga, tamanho e hidrofobicidade. Esta técnica é uma adaptagdo da
eletroforese tradicional em gel de agarose a um capilar, utilizando polimeros como
suporte fisico da separacao das moléculas. Isto permite que os analitos com razbes
de carga/massa semelhantes sejam separados pelo tamanho.

Apds electroforese os dados sdo obtidos e analisados pelo programa
Sequencing Analysis, versdo 3.3 e 5.3.1 (Applied Biosystems): analise das bases
nucleotidicas através do ficheiro basecaller ABI-CE1 versdo 3.3.2 e KB.bcp e
ficheiros de  mobilidade  DyeSet/DyePrimer 310 POP6_BDTvi.mob e

3130_POP6_BDTv1.mob.
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a0 Ell 100 110 120 130 140 150 160 170
CTCATCCCAGCATGTAGATGC TCGC CAATAAGGCATTCCACCCGUCAAATTCCAGC TTTGGATGGTAACAT TTCCACTGTC TCAALRAACACCT TATALAALLC

WMMMMMMN\MMW B L

Figura 2.8: Electroferograma de uma reac¢do de sequenciagdo analisada pelo

programa Sequencing Analysis 5.2.1 (Applied Biosystems).

3.3.3.4. Anadlise de sequéncias - Comparagdao dos dados obtidos com a

sequéncia nativa do F8 (GenBank)

Por meio de computador e com o auxilio de um programa de comparagao de
sequéncias (MacVector™ versdo 7.2, Oxford e SeqScape Software 2.5, Apllied
Biosystems), foram analisadas as sequéncias obtidas relativas a cada um dos exdes
e suas regides intrénicas flanqueantes, e comparadas com a sequéncia nativa obtida
a partir do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), nimero de acesso NP_000123.1.

Quando nao ocorre emparelhamento entre a sequéncia nativa e as
sequéncias obtidas, repete-se o procedimento num segundo produto de PCR.

Confirmando-se o0 ndo emparelhamento, € determinado o nucleétido alterado
através do mesmo programa, contra a sequéncia do ARNm do FVIIl (GenBank,
referéncia M14133). O numero correspondente a esse nucleétido é dividido por 3
para se determinar qual o cod&do alterado e sao subtraidos 19 coddes
correspondentes ao pépido sinal. Tendo sido calculado o codao mutado, 0 mesmo é
localizado e comparado no banco de dados internacional HAMSTeRS. A numeragao

das mutacdes adoptada foi a referida neste banco de dados [69, 70].
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Figura 2.9: Imagem de um projecto de analise das sequéncias obtidas por

electroforese capilar e da sua comparagao com a sequéncia nativa do gene F8.

3.3.4. Analise de Fragmentos

A reaccdo de PCR multiplex foi optimizada com base na utilizacdo de 4 pares
de primers para amplificar numa unica reaccdo 4 micro-satélites: 2 marcadores
extragénicos, DXS1073 (repeticdo TG) e DXS1108 (repeticdo CA), e 2 marcadores
intragénicos STR13 (repeticdo TG) e STR22 (repeticdo GT). No ambito deste
trabalho, avaliou-se 0 marcador STR22, localizado no intrdo 22 do gene F8 para
delimitar uma grande deleccéo. A reacgao foi preparada num volume final de 25 uL
com solucao Master Mix (Quiagen), primers na concentragdo de 2 uM e 50 -100 ng
de ADN gendmico. A sequéncia de primers foi obtida de [71]. Foram respeitadas as
recomendagdes do fabricante do kit relativamente as condicbes de PCR (Tabela
XIl). A separagédo dos fragmentos obtidos foi efectuada por electroforese capilar no

sequenciador automatico 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). A analise foi
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visual, uma vez que o intuito era verificar a presenca ou auséncia do marcador

STR22 no intrao 22.

Tabela XlI: Condig6es do programa de PCR para amplificagdo do STR22.

Etapas Condig¢Ges do programa N.2 ciclos
Desnaturacdo Inicial 95¢C- 15’ 1
Desnaturagdo, Fusao, Extensdo 94°C - 20”;57°C- 1’ 30";72°C- 1’ 33
Extensdo Final 72°C - 60’ 1

3.3.5. Pesquisa de grandes delecgoes/duplicagcoes por Amplificacao de Multiplos

Fragmentos dependentes de ligagao de sonda (MLPA)

Ao estudo por MLPA foram subtidas amostras de DNA de individuos com
suspeita de delecgcdes devido a auséncia de amplificacdo de produtos de PCR em
sucessivas reacgdes e sem mutagdo identificada pela metodologia
PCR/Sequenciacao nucleotidica directa.

Foi utilizado o kit SALSA® MLPA® Kit P178 Factor VIII (MRC-Holland) e
realizada uma PCR com sondas exdo-especificas e sondas de referéncia,
separacao dos produtos obtidos por electroforese capilar e analise dos dados
obtidos no GeneMapper 4.0 e Coffalyser 9.0. Para cada sonda/exao foi calculada
uma razao controlo/amostra (intervalo de normalidade: 0.8 — 1.2). Valores inferiores
ou superiores ao intervalo de normalidade indicam presen¢a de numero anémalo de

cbpias. Razdes inferiores a 0.7 indicam heterozigotia para uma delecgao [72-74].
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3. Reacgao de amplificagio (PCR) com primers universais
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x
<

4. Electroforese capilar e Andlise de fragmentos

Figura 2.10: Representacao esquematica da técnica MLPA. (Retirado e adaptado de

http://www.mrc-holland.com)

3.4. Pesquisa de moduladores fenétipo - FV Leiden, PRT20210G/A por Allele
Specific PCR Multiplex (ASPCR)

Para detectar modulacdo de fendtipo nos 43 doentes doentes com HA
severa foi efectuado a pesquisa das mutacdes associadas a predisposi¢cao para
trombose por Allele Specific PCR Multiplex (ASPCR) que inclui a pesquisa das
mutacgdes FV Leiden, PRT20210G/A e MTHFR C677T. A ASPCR utiliza mais do que
um par de primers para amplificacao selectiva da sequéncia normal e da sequéncia
mutada. Neste caso sao utilizados trés pares de primers para cada uma das
reacg¢des: normal e mutada. Esta ASPCR permite que em apenas duas reacgdes por
amostra se possam pesquisar trés mutacdes em simultaneo. Na reaccdo mutada é
utilizado um segundo primer reverso no gene da Protrombina que vai amplificar um
fragmento que funciona como controlo positivo [75].

Cada reacgdo de PCR (Normal e Mutada) foi preparada para um volume
total de 6 pL: 3.125 uL Master Mix Qiagen, 0.625 uL Q Solution, 0.625 uL mistura de
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primers “N” ou “M” (50 ng/uL). Os primers e programa de PCR usados foram os

descritos por Hessner et al. [75].

Figura 2.11: Padrao electroforético dos possiveis genétipos obtidos com esta
metodologia. A) Normal para PRT 20210G/A e homozigético para FV Leiden e MTHFR
C677T; B) Normal para PRT 20210G/A, FV Leiden e MTHFR C677T; C) Heterozigdtico para
PRT 20210G/A e MTHFR C677T e normal para FV Leiden; D) Heterozigético FV Leiden e
normal para MTHFR C677T e PRT 20210G/A; Controlo — heterozigotia para as 3 mutacgdes.

3.5. PCR Exobes 18 a 27 do Gene FvW - Exclusdo DvW tipo 2N

Nos HA ligeiros excluiu-se a DvW tipo 2N, por PCR/Sequenciagao
nucleotidica directa dos exdes 18 a 27 do gene FvW, que codificam os dominios D3-
D’ no FvW, local de ligagao desta proteina ao FVIII [76].

As condigbes da reaccado de PCR (Tabela X) sendo a sequéncia dos primers
dos exdes 18-27 e respectivas zonas intronicas flanqueantes escolhida de acordo

com Schneppenheim et al. [77].

3.6. Modulagéao Molecular

De forma a avaliar a possivel alteragao funcional originada por novas
mutacdes missense, efectua-se a sua modulagao molecular, através da utilizacdo do
programa Polyphen Software (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph) que prediz o

possivel impacto da troca de aminoacido na estrutura e fungéo do FVIII.
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O Polyphen, servidor da World Wide Web, baseado na caracterizagdo da
sequéncia do local de substituicdo e parametros estruturais, automatiza uma
explicagéo funcional para polimorfismos ndo sindonimos. Fornece um position-specific
independent count score (PSIC) calculado a partir da semelhanga geral de
sequéncias que partilham o tipo de aminoacido nesta posicdo. Os resultados sao
apresentados de acordo com 3 graus de severidade: benigno (bening),
possivelmente causa alteragdo (possibly damaging) e provavelmente causa
alteracao (probably damaging) [78]. Um PSIC score com valores elevados pode
indicar que a substituicdo € raramente ou nunca observada na familia proteica [79,
80].

A sequéncia proteica do FVIII em formato FASTA (>gi|4503647|ref|
NP_000123.1| coagulation factor VIl isoform a precursor [Homo sapiens]) foi obtida
a partir do GenBank Database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) através do numero de
acesso NP_000123.1.

O efeito das mutagdes de splicing foi avaliado utilizando o programa Human
Splicing Finder, versao 2.4 (http://www.umd.be/HSF/), uma ferramenta que permite
predizer os efeitos das mutagdes nos locais de splicing ou identificar novas

sequéncias de splicing [81].
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3.7. Diagnéstico de Hemofilia A

O diagndstico de HA é feito com base na histéria clinica do individuo e nos
resultados laboratoriais. A classificacdo dos individuos com HA baseia-se na histéria
clinica e na determinacao laboratorial da quantidade de FVIII existente no plasma
(Tabela ll).

A existéncia de hemorragias pouco comuns num individuo do sexo masculino
levanta suspeitas relativamente a sua causa e € motivo para realizagao de estudos
funcionais de coagulacdo (testes de rastreio e testes confirmatoérios) para
diagnosticar a causa da alteragdo da hemostase. A DvW deve ser excluida antes de
se chegar ao diagnodstico de HA, uma vez que afecta ambos 0s sexos e € uma
patologia hemorragica relativamente frequente, com uma prevaléncia de 1-2% [22,
23].

O diagndstico laboratorial de HA é atingido quando se obtém, nos testes de
rastreio, um TTPA prolongado na presenga de uma contagem de plaquetas normal
e, nos testes confirmatérios, valores quantitativa e qualitativamente normais de FvW

(Fvw:Ag e FYW:Act) e actividade do FVIII com valor inferior a 50% do normal.
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Ill. RESULTADOS

1. RESULTADOS DOS ESTUDOS MOLECULARES

O estudo molecular foi efectuado em 141 individuos com Hemofilia A
pertencentes a 103 familias ndo relacionadas. As alteragdes genéticas responsaveis
pelo fendtipo foram identificadas em 102/103 familias. Num doente de origem Cabo
Verdeana, com fendtipo severo, foi exaustivamente estudado o gene F8 e néo foi
detectada nenhuma alteragdo molecular nas regides promotora, codificantes nem
nas regides de splicing.

Um total de 46 mutacdes diferentes foram identificadas, das quais 23 néao

tinham sido previamente descritas (HAMSTeRS).

Tabela XllI: NGmero de familias estudadas, nimero e tipo de alteragdes detectadas.

Duplicacdo
Familias Mutagdes Mutagbes Mutagoes Pequenas Grandes
Severidade IVS22 VSl parcial do
(n.2) Missense Nonsense Splicing delecgdes/Inser¢des  delecgdes
gene
Severa 52 26 2 3 3 4 10 2 1
Moderada 7 7
Ligeira 44 40 1 3

1.1. Estudo Funcional, Imunolégico e Molecular de 23 Novas Mutagées

A caracterizagdo funcional e imunolégica dos doentes com mutagbes novas
demonstrou uma correlagédo equilibrada entre FVIII:C e FVIIl:Ag (CRM negativa e
CRM reduzida): doentes com HA severa, moderada e ligeira apresentaram niveis de
FVIII:Ag <1%, 1% e 17,8%x16,4, respectivamente (Tabela XIV). Em todos os casos,
os niveis de actividade e antigénio do FYW eram normais. A pesquisa molecular de

DvW tipo 2N nos hemofilicos ligeiros foi negativa.
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Tabela XIV. Resultados dos estudos funcionais e imunolégicos dos HA com novas mutag¢oes

Grupo TP TTPA FVIIl scr FVIII:C FViIl:Ag FvW:Ag FvW:Act
P (seg.) (seg.) (%) (%) (%) (%) (%)
Severos
1 12,8+3,3 98,4+38,4 ND 0,11+0,32 0,42+1,4 105,4+29 95,5426
n:
Moderados
) 12,5+1,4 62+19,8 ND 2,712 1* 93+19,8 101,5+26,8
n=
Ligeiros
10 12,6+1,7 49+14,4 26,9+22,4 9,246,6 17,8+16,4 96,2+31,8 95+39,4
n:

Seg: segundos; ND: Ndo determinado; * Determinado em apenas um individuo;

Vinte e trés das mutagdes identificadas, em 28 familias sdo descritas pela
primeira vez: 11 mutagdées missense (48%), 2 grandes delecgdes (9%), 3 mutacdes
de splicing (13%), 2 mutagdes nonsense (9%), 4 pequenas deleccdes/inser¢des

17%) e uma duplicacao parcial do gene F8 (4%) (Figura 3.1).
( ) plicacao p g (4%) (Fig )

Distribuicao das 23 novas mutagoes

H Mutagdes missense
M Mutagdes nonsense

M Mutagdes de splicing

M Pequenas delecgbes/insercdes

.

M Duplicacdo

M Grandes delecgdes

Figura 3.1: Representacao grafica da distribuicao das 23 novas mutagées
identificadas no gene F8.

As mutacbes missense p.Val96Phe, p.Tyrd31Cys, p.Val663Ala,
p.Phe1876Ser e p.Asn1894Ser foram encontradas em 8 familias. As mutacdes

p.Tyr431Cys e p.Asn1894Ser foram identificadas em mais do que uma familia. Em 5
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das familias apenas foi possivel estudar o propodsito. A mutagado p.Leu71Pro foi
identificada num propdsito, de uma mae nao portadora: mutagdo de novo. A
sequenciagcado do gene F8 nestes doentes (regido promotora, regides codificantes e
regides intrénicas flanqueantes) n&o identificou outras alteragdes.

A mutacdo de splicing c.2114-1 G>T (Ex14-1 G>T), a deleccéo
c.2826_2831delAA (p.Lys925fsX6) e a insergao c.129insT (p.Leu24fsX14) foram
identificadas em 3 propdsitos e nao foi possivel estudar outros elementos das
respectivas familias.

De um de total de 28 familias, apenas em 20 (20/28 - 17 mutagdes distintas)
foi possivel identificar o padréo de hereditariedade (Tabela XV).

A avaliagdo do impacto das alteragdes de aminoacido, identificadas no grupo
de individuos com novas mutagbes missense foi efectuada através do programa
Polyphen Software: 6 alteragcbes foram classificadas como “Probably damaging”, 2
como “Possibly damaging” e 3 como “Bening” (Tabela XV).

O efeito das mutag¢des de splicing foi avaliado através do programa Human
Splicing Finder. As 3 alteragdes identificadas ocorreram no local da sequéncia
consenso splicing: em 2 locais aceitadores de splicing em que ocorreu perda desse
local e em 1 local dador de splicing, que originou criagdo de novo local de splicing.

(Tabela XV).
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Tabela XV: Novas mutagdes identificadas. Modulagdo molecular: Polyphen (mutagées missense)
e Human Splicing Finder (mutagoes de splicing).

Identificagao Fenétipo Dominios Modulagcdo molecular
Mutacdes Missense Polyphen (PSIC score)
p.Leu71Pro Severo Al Possibly damaging (1,917)
p.Val96Phe Moderado Al Possibly damaging (1,520)
p.Tyr431Cys (n=3) Ligeiro A2 Probably damaging (2,407)
p.Tyr511Cys Ligeiro A2 Probably damaging (2,407)
p.Val601Met Ligeiro A2 Bening (1,022)
p.Val663Ala Ligeiro A2 Bening (1,022)
p.Phel876Ser Ligeiro A3 Probably damaging (2,225)
p.Asn1894Ser (n=2) Ligeiro A3 Bening (1,494)
p.GIn2246Lys Ligeiro Cc2 Probably damaging (1,432)
p.Gly2285Arg Ligeiro Cc2 Probably damaging (2,031)
p.Pro2300Arg Moderado c2 Probably damaging (2,325)
Mutagoes Nonsense
p.Ser170X Severo Al -
p.GIn783X Severo B -
Mutacoes Splicing HSF Score (Nativo-Mutado)
Perda local splicin
€.1010 -2A>C (IVS7-2 A>C) Severo Al-A2 o705 :9 9
Perda local splicin
c. 2114 -1G>T (Ex14-1 G>T) Severo A2-B 92_7_6_:8 g
€.6900 +1G>C (IVS25+1 G>C) Ligeiro @  CriacAode ";coa_LSf ';Cé": alternativo
Pequenas delecgbes/ insercées
€.2826_2831delAA (p.Lys925fsX6) Severo B -
€.5962_5964delGAG (p.1696delGlu) (n=2) Ligeiro A3 -
€.129insT (p.Leu24fsX14) Severo Al -
¢. 2551_2563dupl3bp (p.836ThrfsX2) (n=2) Severo B -

Grandes delec¢oes
c.(?_-30)_(387_7)

. N Severo Al -
Delec¢do Promotor — Exdo 3
c.(6244_?)_(?_6430)
. N . N Severo C1 -
Delecgdo Exao 21(parcial) — Exdo 22
Grande duplicagdo

c.(?_787)_(6429_7)

Severo Al-C1 -

Duplicagdo Exdes 7-22

1.2. Inversao do Intrao 22 e Inversao do Intrao 1

Em 52 familias com Hemofilia A severa, a IVS22 foi identificada em 26 (51%)
e a IVS1 em 2 (4%). Apenas 2 casos de VS22 sdo de novo, as maes nao séo

portadoras e em 3 casos nao foi possivel estabelecer o padrdo de hereditariedade.
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1.3. Mutagdées Pontuais - Mutagoées Missense

Foram identificadas 50 mutagcdes missense, das quais 9/50 foram
encontradas em mais do que uma familia. Onze destas mutagdes nao tinham sido
previamente descritas (Tabela XVI).

A mutacdo p.GIn2189GIu, no exdo 24 do gene F8 foi encontrada em 15

individuos aparentemente nao relacionados.

Tabela XVI. Mutag6es missense identificadas em familias com Hemofilia A. As mutag6es novas
encontram-se em destaque.

Mutagbes missense

n Exdo Nﬁg‘:ﬁ?ggg Coddo Amz-;zgt;i do Dominio Severidade CpG
1 3 €.269 T>C CTG CCG p.Leu71Pro Al Severa Nao
1 3 c.343 G>T GTCTTC p.Val96Phe Al Moderada Nao
1 7 €923 C>T TCGTTG p.Ser289Leu Al Ligeira Sim
1 8 ¢.1091 A>G TAT TGT p.Tyr346Cys al Ligeira Nao
3 9 c.1347 A>G TACTGC p.Tyr431Cys A2 Ligeira Nao
1 11 c.1589 A>G TAT TGT p.Tyr511Cys A2 Ligeira Nao
2 11 c.1636 C>T CGG TGG p.Arg527Trp A2 Ligeira Sim
3 11 c.1648 C>T CGCTGC p.Arg531Cys A2 Moderada/Ligeira  Sim
2 12 c.1834 C>T CGCTGC p.Arg593Cys A2 Moderada/Ligeira  Sim
1 12 c.1858 G>A GTG ATG p.Val601Met A2 Ligeira Nao
1 13 €.2045 T>C GTC GCC p.Val663Ala A2 Ligeira Nao
3 14 c.2167 G>A GCCACC p.Ala704Thr A2 Moderada Sim
1 14 c.5144 G>A CGA CAA p.Arg1969GIn A3 Ligeira Sim
1 17 c.5684 T>C TTITTCT p.Phe1876Ser A3 Ligeira Nio
1 17 c.5726 A>G TACTGC p.Tyr1890Cys A3 Severa N3o
2 17 c.5738 A>G AAT AGT p.Asn1894Ser A3 Ligeira Nao
1 18 c.5824 G>C GGC CGC p.Gly1923Arg A3 Severa Sim
1 23 €.6505 C>T CGTTGT p.Arg2150Cys Cc1 Ligeira Sim
2 23 c.6532 C>T CGCTGC p.Arg2159Cys C1 Ligeira Sim
15 24 €.6622 C>G CAG GAG p.GIn2189Glu Cc2 Ligeira Nao
3 24 €.6623 A>G CAG CGG p.GIn2189Arg C2 Ligeira Ndo
1 25 c.6793 C>A CAG AAG p.GIn2246Lys c2 Ligeira Nao
1 26 €.6910 G>A GGA AGA p.Gly2285Arg c2 Ligeira Nao
1 26 c.6954 C>G CCG CGG p.Pro2300Arg Cc2 Moderada Sim
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As 50 mutacdes missense afectam a cadeia pesada ou a cadeia leve do FVIII,
predominantemente os dominios A2 e C2. Ndo foram encontradas mutacdes que

afectem o dominio B (Figura 3.2).

Distribuicao das mutagdes missense por dominio

%:4
A2 |6 } 16
"o

A3 6
3
?

C2

Dominios proteicos

) 21

Numero de mutagées

Figura 3.2: Distribuicao grafica das mutagées missense pelos dominios proteicos do
FVIIL.

A maioria das mutagdes missense foi encontrada em doentes com fendtipo
ligeiro e moderado (Figura 3.3). Apenas 3 das mutacbes missense foram
encontradas em doentes com fendtipo severo (p.Leu71Pro, p.Tyr1890Cys e

p.Gly1923Arg): 2 ocorreram no dominio A3 e 1 no dominio A1 (Tabela XVI).

Distribuicao das mutagGes missense por
fenétipo

Ligeiro 40

Moderado 7

Fenétipo

Severo 3

Numero de mutagGes

Figura 3.3: Distribuigao grafica das mutagdoes missense por fenétipo.

A maioria das mutagcbes missense é de transigdo (62%). Tinta e dois por

cento ocorreram em locais CpG, reconhecidos pela sua hipermutabilidade.
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1.4. Mutagoes Pontuais - Mutagoées Nonsense

Foram identificadas 3 mutagdes nonsense distintas no grupo de individuos
com hemofilia A severa: p.Ser170X, p.GIn626X e p.GIn783X, duas delas nao citadas
na base de dados internacional para Hemofilia A - HAMSTeRS (Tabela XVII). A

troca nucleotidica origina coddes de terminagao prematuros.

Tabela XVII. Mutagoes identificadas em familias com Hemofilia A. As mutag¢g6es novas encontram-se
em destaque.
Mutagbes nonsense

Alteragdo Troca

n Exdo Nucleotidica Coddo Aminodcido Dominio Severidade CpG
1 4 c. 566 C>A TCA>TAA p.Ser170X Al Severo Nao
1 13 c. 1933 C>T CAG>TAG p.GIn626SX A2 Severo Nao

14 c. 2404 C>T CAA>TAA p.GIn783X B Severo Nao

Todas as mutagdes nonsense foram identificadas em mais do que um

elemento da mesma familia.

1.5. Mutagées Pontuais - Mutagcées Splicing

Foram identificadas 5 mutagdes de splicing distintas (Tabela XVIII), 3 delas
nao reportadas anteriormente em HAMSTeRS. Trés s&do em locais aceitadores e 2
em locais dadores de splicing. Todos os doentes tém fendtipos severos, excepto o
que tem a mutacéo ¢.6900+1 G>C (IVS25+1 G>C) que tem fendtipo ligeiro.

Tabela XVIII. Mutagdes de splicing identificadas em familias com Hemofilia A. As mutagdes novas
encontram-se em destaque.

Mutacgbes de Splicing
n Intrdo Alteragdo Nucleotidica Dominio Severidade Comentdrio
1 c.144 -1G>A (ag/A>aa/A) Al Severa aceitaJ(\)/rScljélsp/icing
1 3 c.388+5G>A(AGG/gtgag>AGG/gtgaa) Al Severa i dor"’jg’;zﬁcm :
1 7 ¢.1010 -2A>C (ag/ATG>cg/ATG) Al Severa sceitadart 2 olleing
Ex14-1
1 13 c. 2114 -1G>T(ag/GTC>at/GTC) B Severa aceitador de splicing
. IVS25+1
1 25 €.6900 +1G>C (AAG/gt>AAG/ct) Cc2 Ligeira T G
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1.6. Pequenas Delecgobes e Insergbes

Foram identificadas 5 pequenas insercdes (<50 pb) e 8 pequenas deleccdes
(<50 pb). Todos os doentes tém fenodtipo severo, excepto os 2 com a delecgao
inframe ¢.5962_5964delGAG (codao 1969Glu) e 1 com c.3628 3637delA que tém
fendtipo ligeiro (Tabela XIX). Esta ultima mutagcdo, em que ha deleccao de uma
Adenina numa sequéncia de 9 Adeninas no Exao 14, é previsivel que dé origem a
um codao de terminacado prematuro (fsX4) e foi identificada em 2 individuos com

fendtipo severo.

Tabela XIX. Pequenas delec¢es e insercoes identificadas nas familias com hemofilia A. As mutagoes
novas encontram-se em destaque.

Pequenas delecgoes e insergoes

n Exdo . Nat:ureza da - Mutagdo Codéo  Dominio Severidade  Comentdrio
inser¢do/deleccéo
1 1 ¢.129insT p.Leu24fsX14 24 Al Severo Frameshift
1 14 . 2945insA p.AsnfsX22 961-3 B Severo Frameshift
1 14 €.3628_3637insA p. LysfsX37 11914 B Severo Frameshift
2 14 c. 2563dup13bp p.836ThrfsX2  836-840 B Severo Frameshift
2 18 ¢.5962_5964delGAG p.1696delGAG 1969 A3 Ligeira Delecgao
1 2 c.206_212delTGTT  p.Phe52fsX5  50-51/51- Al Severo Frameshift
1 14 c.2826_2831delAA  p.Lys925fsX6  923-925 B Severo Frameshift
2 14 c.3628_3637delA p.Lys1194fsXx4  1191-4 B Severo Frameshift
1* 14 .3628 3637delA  p.lys1194fsx4  1191-4 B Ligeira qufg:;ejjzi;’u"ra?
HM3752HA 14 c.4372_4379delA  p.Asn1141fsX5 1439-41 B Severo Frameshift

* Realizado estudo de ADN do sangue periférico total, ADNc de linfécitos do sangue periférico e ADN da mucosa bucal; ...

No individuo com fendtipo ligeiro, com niveis de FVIII:C - 15% e FVIII:Ag —
19%, foram estudadas amostras de ADN de sangue periférico total, ADNc de
linfécitos do sangue periférico e ADN das células da mucosa bucal. Todas as
amostras apresentaram o0 mesmo padrdo de sequenciagao nucleotidica onde
aparece uma sequéncia com a mutacao, e outra em paralelo, aparentemente normal

e de menor intensidade (Figura 3.4).
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ADN genomico (primer directo [E14-5])

Aol
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ADNc (primer reverso [E14-4])

Figura 3.4: Electroferogramas obtidos ap6s sequenciagao nucleotidica directa com
primers directo (E14-5) e reverso (E14-4) de produtos de PCR obtidos de amostra de
ADN gendmico e ADN complementar (obtido apés extraccdo de ARNm de linfécitos)
do individuo com a mutagao c.3637delA (p.1194fsX4) no exao 14 do gene F8. As setas
indicam o local da mutagdo. E possivel observar a existéncia de uma sequéncia paralela a

de maior intensidade, a partir do local da mutacéo.

1.7. Grandes Delecgbes

Foram identificadas 2 grandes delecgbes (> 50 pb) em 2 familias com HA
severa (Tabela XX).

Numa familia a pesquisa das inversdes VS22 e IVS1 foi negativa e em
sucessivas tentativas de amplificagdo por PCR da Regidao Promotora, Exdes 1,2 e 3
do gene F8 nao se obtiveram fragmentos. A técnica de MLPA revelou auséncia de
hibridizagdo com as sondas complementares da Regidao Promotora, Exdes 1, 2 e 3.

O padrao de resultados permite inferir que ha uma delecg¢ao superior a 29 Kb.
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Na segunda familia a pesquisa da IVS22 revelou um padréo electroforético
anormal: apenas estava presente a banda correspondente a amplificagdo dos genes
A extragénicos. A possibilidade de se tratar de uma grande delecgédo levou a
amplificagdo do gene F8 por PCR, cujos resultados mostraram auséncia de
amplificagdo dos exdes 21 e 22. Inicialmente considerou-se a hipétese de se tratar
de uma deleccéo de cerca de 40 Kb, mas estudos realizados por MLPA identificaram
a presenca de parte do exao 21 do gene F8. Por PCR foi possivel confirmar a
presenga do STR22 intragénico (regido de Short Tandem Repeat, repeticdo GT no
intrdo 22 do gene F8 [71]) o que permitiu inferir que esta deleccdo do F8 é de

aproximadamente 16 Kb.

Tabela XX. Grandes delecg6es identificadas nas familias com hemofilia A.

Grandes delec¢oes
n Natureza da delecgdo Dominio Severidade Comentadrio
c.(6244_?)_(?_6430)
Delecgdo Exao 21(parcial) — Exdo 22

c.(?_-30)_(387_7?)
Delec¢dao Promotor — Exdo 3

C1 Severo Delecgdo ~ 16 Kb

Al Severo Delecgdo > 29 Kb

As maes destes dois individuos sdo portadoras das respectivas deleccdes

(razbes controlo/amostra entre 0.47 e 0.66) (Figura 3.5)
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Figura 3.5: Resultados obtidos no Coffalyzer 9.0. A) Confirmag¢ao da delecg¢do da Regiao
Promotora—Exao 3 (razao controlo/amostra: 0); B) Estudo de portadora realizado na mae do
individuo com a grande deleccdo da Regidao promotora—Exao 3 (razao controlo/amostra:
0.48+0.02); C) Confirmagao da delecgao parcial do Exdo 21 e delecgao total do Exao 22
(razao controlo/amostra: 0); D) Estudo de portadora realizado na mae do individuo com a

grande delecgéo Exao 21 (parcial)-Exao 22 (razdo controlo/amostra: 0.53).

1.8. Duplicagao Parcial do gene F8

Num individuo com Hemofilia A severa, cuja mutagdo ndo havia sido
detectada por PCR/Sequenciacado nucleotidica directa, foi identificada, por MLPA, a
duplicac&o dos exdes 7 ao 22 do gene F8 (Figura 3.6 A).

O estudo da amostra de ADN de uma prima permitiu identificar esta

duplicac&o parcial em heterozigotia (Figura 3.6 B).
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Figura 3.6: Resultados obtidos no Coffalyzer 9.0. A) Identificacdo da duplicagao do exao
7 ao exdo 22 do gene F8 (razdo controlo/amostra: 1.8+0.5); B) Estudo de portadora
realizado na prima do individuo com duplicagao parcial do gene F8 (razado controlo/amostra:

1.340.2).

2. ESTUDOS DE PORTADORA E DIAGNOSTICO PRENATAL

Foram realizados 129 estudos de portadoras, dos quais 83 revelaram
heterozigotia para a mutagao do familiar afectado.

Em 33 familias, n&o foi possivel identificar o padrao de hereditariedade por
impossibilidade de estudo de outros familiares. Em 8 de 70 familias (11%) nao foram
encontrados outros elementos com as respectivas mutagdes, o que sugere que se
trata de mutacdes de novo.

Foram efectuados 14 diagnosticos prénatais, dos quais 6 revelaram presenga

de mutagao no feto.
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3. FACTORES MODULADORES DO FENOTIPO

Nos 43 doentes com Hemofilia A severa seguidos no Centro de Hemofilia do
CHC, 4 apresentaram mutagdes associadas com Trombofilia: 2 com a variante da
Protrombina G20210A (PRT G20210A) em heterozigotia; 1 heterozigotia e 1

homozigotia para a mutacao Factor V Leiden (FV Leiden) (Tabela XXI).

Tabela XXI. Fenétipo hemorragico dos individuos Hemofilia A severa e mutagoes
FV Leiden/PRT G20210A

P . — o
ID Mutacéo FVII:C (%) Trombofilia Fret;uenc:a 'ep.lsodlos N2 dias exposi¢éo ao
emorrdgicos tratamento/ano
.269 T>C
HM3614HA (p.CLeu71;ro) >1 FVHLz?dZen Pouco frequentes 2 a 3 tratamentos/ ano
HM4760HA VS22 >1 HT,Z 8 -10 hemorragias/ més Muito tratado; > 50 dias
FV Leiden
H91919HA* ((;ig:fil;zs?) >1 PRT (I;;-ngOA 1-2 hemorragias/ més Muito tratado; > 50 dias
Acores VS22 >1 AL 4 -5 hemorragias/ més Muito tratado; > 50 dias
5 PRT G20210A & ’

4. INIBIDORES ESPECIiFICOS PARA O FACTOR VIII

Seis doentes com Hemofilia (5 severos e 1 ligeiro) desenvolveram inibidores
especificos para o FVIIl. Os 5 hemofilicos severos sado hemizigdticos para as
mutagdes IVS22 (n=2), IVS1 (n=2) e grande delecgao c.(?_-30)_(387_7) (Regiao
Promotora — Ex&o 3). Os 3 com a mutagao 1VS22 sdo altos respondedores (>10
UB), e os 2 com a IVS1 s&o baixos respondedores (<10 UB) e pertencem a mesma
familia.

O Hemofilico A ligeiro que desenvolveu inibidores € portador da mutagao

p.GIn2246Lys.
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5. DISTRIBUIGCAO DAS MUTAGOES POR FENOTIPO

Os individuos com Hemofilia A severa apresentam grande diversidade de

tipos de mutagbes (Figura 3.7). As mais frequentes foram a VS22 (51%) e

pequenas delecgdes/insercoes (25%).

Resultados do estudo molecular em 52 individuos com Hemofilia A Severa
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Figura 3.7: Representacgao grafica da distribuicao dos resultados do estudo molecular

realizado no grupo de individuos com Hemofilia A severa.

Relativamente a distribuicdo dos tipos de mutacéo por fendtipo, as mutagdes

missense sao as mais frequente (49%), e sdo maioritariamente associadas aos

fendtipos ligeiro e moderado (Figura 3.8).
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Distribuicao das mutagoes por fenétipo

Mutagdo ndo identificada

Grandes delecgdes

Duplicacgdo

Pequenas delecg¢bes/insercoes

i Ligeiro
Mutagdes de splicing
M Moderado
Mutag¢des nonsense
H Severo

Mutagdes missense

IVS1

VS22

o
(2}

10 15 20 25 30 35 40

Figura 3.8: Representacgao grafica da distribuicao das muta¢oées identificadas por

fenétipo.

6. ESTRATEGIA DE DIAGNOSTICO MOLECULAR DE HEMOFILIA A
- ALGORITMO DE ESTUDO

Com este estudo definiu-se o algoritmo de estudos dos individuos com HA
seguidos e referidos ao Centro de Hemofilia do CHC tendo como orientagédo a sua
severidade.

Nos casos de HA severa, a pesquisa da 1IVS22 por PCR Longo é feita como
pesquisa de primeira linha, uma vez que este rearranjo é causa de severidade em
cerca de metade dos casos. Nao sendo detectada esta mutacgao, é estudada a IVS1
do gene F8. Nao tendo sido detectado nenhum dos rearranjos anteriores,
procede-se a amplificagdo da regido promotora, dos exdes e regides intronicas
flanqueantes do gene F8 e sequenciagao nucleotidica directa dos produtos de PCR

obtidos.
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Nos casos de HA moderada e ligeira, a estratégia adoptada é directamente a
amplificagdo do gene F8 e sequenciagao directa dos produtos de PCR obtidos.
Nestes individuos exclui-se previamente uma possivel DvW tipo 2N, procedendo-se
a amplificacao e sequenciagao nucleotidica directa dos exdes 18 a 27 do gene FvW,

que codificam os dominios D3-D’, local de ligacado do FvW ao FVIII [76] (Figura 3.9).

|

HEMOFILIA A SEVERA E/OU MO HEMOFLIA A LIGEIRA
—
|
Inversdo do Intrdo 22 do gene do F8 '
(PCR Longo)

- ~I Excluir DVW tipo 2N I
Inversdo do Intrdo 1 do gene do F8 S

(PCR Multiplex simples) | (PCR/Sequenciagdo)

Amplificagdo por PCR da regido promotora, exdes e
regides intrdnicas flanqueantes
(Sequenciagdo do gene do F8)

1. Auséncia de amplificacdo de produtos de PCR
- provavel grande deleccdo
2. Auséncia de mutagdo por PCR/ Sequenciagdo
- provavel duplicagdo
(MLPA)

Figura 3.9: Algoritmo para estudo molecular de Hemofilia A
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IV. DISCUSSAO

A Hemcofilia A é causada por defeitos qualitativos ou quantitativos do factor
VIII (FVIIl), originando uma coagulopatia hemorragica recessiva de transmissao
ligada ao cromossoma X. A patologia afecta, aproximadamente, 1 em cada 5000
individuos do sexo masculino [1] e, muito raramente, mulheres [2, 3]. Nao afecta
nenhuma etnia, nem regido geografica em particular [82].

O Centro de Hemofilia do CHC, E.P.E. é o local de estudo de Hemofilia A na
regido Centro. Integra o Laboratério de Hemostase e de Biologia Molecular onde foi
realizado o diagnéstico e caracterizagao dos doentes e estudos familiares. O estudo
de portadoras, aconselhamento genético e, quando solicitados, os DPN foram feitos
em colaboracdo com a Unidade de Diagnéstico Prénatal (DPN) da Maternidade
Bissaya Barreto e outros Centros de DPN.

O estudo apresentado teve como objectivo identificar as mutagdes no gene
F8 de 141 hemofilicos A, pertencentes a 103 familias, seguidos ou referidos ao
Centro de Hemofilia do CHC, E.P.E.. Com base nos dados obtidos, foi feita a
correlagdo entre as alteragcbes moleculares encontradas e a severidade das
manifestacdes hemorragicas e foram investigados factores moduladores do fendtipo
nos Hemofilicos severos. A frequéncia relativa das diferentes mutacgdes identificadas
em cada um dos grupos de Hemofilicos — severos, moderados e ligeiros — serviu de
base a revisdo da estratégia de investigagdo de doentes e portadoras. A
metodologia implementada foi crucial para o diagndstico prénatal através do estudo
do ADN extraido directamente de amostras de liquido amnidtico.

A distribuicdo das familias por severidade do fendtipo: 50% (52/103) com

Hemofilia A severa, 7% (7/103) moderada e 43% (44/103) ligeira, estd de acordo
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com outros estudos [31, 35, 39, 65] que referem que cerca de metade dos individuos
identificados tém fendtipo severo.

Nas 103 familias estudadas foram identificadas 46 mutag¢des distintas, que
incluem 24 mutagdes missense, 3 mutagdes nonsense, 5 mutacdes de splicing, 5
pequenas delecgdes, 4 pequenas insergdes, 2 grandes delecgbes, 1 duplicagao
parcial do gene, a inverséo do intrao 22 (IVS22) e a inversao do intrédo 1 (IVS1).

Estudos de familiares dos doentes com Hemofilia A severa identificaram 83
portadoras e permitiram o diagndstico prénatal que foi solicitado em 14 gestacdes.

Nas 103 familias com Hemofilia A foram identificadas 23 mutagdes ndo
previamente descritas (22%), uma percentagem semelhante as de outros estudos
publicados [83]. Estes dados confirmam a heterogeneidade das alteragdes

moleculares na Hemofilia A [84].

1. NovAas MUTACOES

Os défices de FVIII:C podem resultar de auséncia ou diminuicdo da sintese
da proteina, défice quantitativo, ou da diminuicdo da sua secrecdo, défice qualitativo.
Os défices qualitativos s&o identificados como Cross-Reacting Material (CRM)
positivos, porque apresentam FVII:C disfuncional no plasma, os défices
quantitativos, CRM negativos e CRM reduzidos. A distingdo entre estes mecanismos
patolégicos é efectuada pela relagdo entre a actividade da proteina (FVIII:C) e os
niveis plasmaticos de antigénio (FVIII:Ag).

A quantificagao dos niveis de FVIII:C e de FVIII:Ag nos doentes portadores de
novas mutagdes permitiu concluir que se trata de fenétipos CRM negativos e CRM

reduzidos, o que corresponde a défices quantitativos.
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A maioria destas novas mutagdes sdo missense (48%) e ocorreram todas em
aminoacidos conservados ao longo das espécies (Sus scrofa, Mus musculus, Rattus
norvegicus e Canis familiaris), excepto a mutagdo p.Val601Met. Esta mutagdo n&o
consta da lista de polimorfismos publicada e, embora ndo tenham sido encontradas
outras mutagdes no gene F8 que justifiquem o défice de FVIII (27%), esta em curso
a sua pesquisa em amostras de individuos normais.

Estas mutagcdes missense foram classificadas como “Probably damaging”
(n=6), “Possibly damaging” (n=2), e “Bening” (n=3) no programa PolyPhen, que
avalia o impacto das trocas de aminoacidos na estrutura da proteina.

Das 3 novas mutacdes de splicing, 2 sdo em locais aceitador com perda de
splicing e 1 € em local dador, levando a criacdo de um local de splicing alternativo.
Esta ultima, ao contrario do esperado, foi identificada num doente com fendtipo
ligeiro (FVIII:C 12%).

Todas as outras mutacdes descritas neste trabalho pela primeira vez estao
associadas a fendtipos severos, excepto a delecgdo do codao 1969 em 2 doentes

com fenatipo ligeiro.

2. INVERSAO DO INTRAO 22 E INVERSAO DO INTRAO 1

A inversao do intrdo 22, descrita pela primeira vez em 1993 [85] como a
mutacdo mais frequente entre os Hemofilicos severos, foi identificada neste estudo
em 26/52 familias (51%). A inversdo do intrdo 1 foi encontrada apenas em 2/52
familias. Estes dois rearranjos foram responsaveis por 54% dos casos de Hemofilia
A severa [45, 49].

Quatro dos 5 HA severos que produziram inibidores, 2 tém VS22 e 2 tém

IVS1.
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3. MUTACOES PONTUAIS - MUTACOES MISSENSE

Foram identificadas 50 mutagdes missense, a grande maioria (94% - 47/50)
em associagdo com fendtipos ligeiro e moderado. A alteragdo proteica resultante
deste tipo de mutacdes, que é depende da localizacido e da natureza do aminoacido
substituido, vai condicionar a quantidade de FVIII produzida e a clinica hemorragica
do doente.

Os dominios A (A1, A2 e A3) formam entre si uma estrutura triangular e estao
envolvidos na estabilizagdo da cadeia pesada (A1-A2) e leve (A3-C1-C2) através de
numerosas interacgdes entre aminoacidos nas zonas hidrofébicas e na regido de
interface dos dominios A [86]. Estas interac¢cdes sao cruciais para a estabilidade de
ambas as cadeias que nao estdo ligadas entre si de forma covalente [29, 86].

Apenas 3 das mutagdbes missense (p.Leu71Pro, p.Tyr1890Cys e
p.Gly1923Arg), afectando os dominios A1 e A3, estdo associadas a fenotipos
severos. Esta severidade podera ser explicada pelo facto dos dois dominios serem
cruciais para a estabilidade termodinamica do FVIII [29, 86]. O dominio A3 esta
também envolvido na interaccdo com o FIXa, servindo de receptor desta enzima.
Mutagbes neste dominio podem também perturbar a ligagdo do co-factor ao seu
substrato, comprometendo o funcionamento do complexo Tenase [21, 26].

As substituicdes de aminoacidos no dominio A2 podem afectar, por um lado,
residuos que estejam em contacto com o dominio catalitico do FIXa e, por outro
lado, residuos mais distantes que podem estabelecer ligagbes entre si e promover
alteracdo conformacional do FVIII [26, 29]. Foram identificadas mutagdes neste
dominio em familias com hemofilia moderada a ligeira (n=16).

O dominio C2 esta directamente envolvido nas ligagcbes ao FVW e aos

fosfolipidos da membrana da plaqueta [1, 29]. As mutagcbes que ocorram neste
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dominio comprometem a ligagédo do FVIII ao seu transportador proteico e a formagéo
do complexo “tenase”. O resultado é a redugao da semi-vida do FVIII e produgao de
fendtipo moderado a ligeiro [26].

A mutacado p.GIn2189Glu, localizada no dominio C2, foi identificada em 15/50
familias (30%) com Hemofilia A ligeira, um numero superior ao descrito por outros
autores (HAMSTeRS). Aparentemente, estes individuos n&o sdo relacionados; seria
interessante estudar o haplétipo associado a esta mutagao, para verificar se a sua
frequéncia elevada é devida a um efeito fundador.

A maioria das mutacdes missense identificadas afectam os dominios A2
(n=16) e C2 (n=21) do FVIII.

Nao foram identificadas mutagdes missense no dominio B, a semelhanca do
descrito por outros autores. O dominio B, codificado pelo exdo 14, € o mais extenso
e tem uma funcdo importante na biossintese do FVIII porque possui locais de

glicosilagéo [21] necessarios no transporte intracelular [87].

4. MUTACOES PONTUAIS - MUTACOES NONSENSE

Em 3 doentes com fenétipo severo foram identificadas mutagdes nonsense, 2
das quais descritas pela primeira vez (p.Ser170X e p.GIn783X). A substituicdo
nucleotidica resulta num coddo de terminagdo prematuro que pode dar origem a
uma proteina truncada ou a um ARNm instavel que n&o é traduzido. As mées e

outros elementos femininos das duas familias sdo heterozigoticas.
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5. MUTACOES PONTUAIS —- MUTACOES DE SPL/ICING

As mutagdes de splicing foram identificadas em 5% das 103 familias
estudadas. Trés das mutacdes sao descritas pela primeira vez: ¢.1010-2 A>C (IVS7-
2 A>C), c.2114-1 G>T (Ex14-1 G>T) e ¢.6900+1 G>C (IVS25+1 G>C) e ocorreram
nos dinucleétidos de consenso do local de splicing. Era esperado que todas estas
mutacdes estivessem associadas a fendtipos severos, uma vez que a alteracdo no
processo de splicing [88] da origem a um ARNm anormal. No entanto, o individuo
hemizigético para a mutacédo 1IVS25+1 G>C, num local dador de splicing, tem um
fendtipo ligeiro. A avaliagao do efeito desta mutacgéao, realizada através do programa
Human Splicing Finder, mostrou que leva a criagcado de um novo local de splicing no
exao 25, 4 nucledtidos a 5’ do local esperado. Esta alteragdo vai comprometer os 2
aminoacidos terminais do Exao 25 e produzir um codao de terminacdo 14 coddes
depois do novo local de splicing. O Exao 26 é constituido por 1953 nucleétidos
(Vega Genome Browser —http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons),
mas apenas 156 sao traduzidos. O aparecimento do codao de terminacio impede a
transcripcdo de 37 coddes na extremidade do dominio C2.

As outras 4 mutacbes, 2 em locais aceitadores e 2 em locais dadores de
splicing, levam a formagao de coddes de terminagao precoces e estdo associadas a

fendtipos severos.

6. PEQUENAS DELECGCOES E INSERCOES

A insercao ou remog¢ao de um ou mais nucleétidos causa uma mudanga no
quadro de leitura da sequéncia nucleotidica, levando a alteracdo dos coddes
subsequentes e ao aparecimento de um codao de terminagao prematuro. Oito das
10 mutacgdes identificadas sé&o responsaveis por fendtipos severos.
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Foram identificadas 4 novas mutacbes: 1 pequena inser¢cdo, ¢.129insT
(p-Leu24fsX14) e 3 pequenas delecgdes, ¢.2826 2831delAA (p.Lys925fsX6), c.
2563dup13bp (p.836ThrfsX2) e ¢.5962_5964delGAG (p.1696delGAG). A delecgdo
do codao 1969 GAG, que nio interfere com o quadro de leitura, foi identificada em 2
doentes com fendtipo ligeiro, o que sugere que o acido glutamico 1969 n&o tem um
papel primordial na estrutura da proteina FVIII.

Num outro individuo com fendtipo ligeiro (FVIII:C=19%), foi identificada a
delecgdo de uma adenina no exédo 14 (c.3637delA p.1194fsX4), que ocorre numa
sequéncia de 9 Adeninas. O mecanismo que faz com que haja produgdo de uma
quantidade apreciavel de FVIII (FVIII:C 15%), ao contrario do que seria esperado,
podera estar relacionado com a correc¢gdo da mutagao por equivoco da enzima [89,
90] ou a pela presenca de mosaicismo [91]. Todos os estudos efectuados no ADN
genomico de sangue periférico total, ADNc de linfocitos do sangue periférico e ADN
de células da mucosa bucal mostraram uma sequéncia de nucledtidos com a
mutacdo em paralelo com uma sequéncia de menor intensidade, aparentemente

normal. Estes dados permitem concluir pela presenga de mosaicismo [91].

7. GRANDES DELECCOES E DUPLICACAO PARCIAL DO GENE F&

A identificacdo de grandes delec¢gdes num gene tdo extenso como o FVIII
reveste-se de inumeras dificuldades e sé recentemente, utilizando a técnica de
MLPA, foi possivel identificar estas deleccoes.

Duas grandes delecgdes e uma duplicagdo parcial do gene F8 foram
identificadas em 3 familias com fendtipo severo (6%). Segundo a literatura, as
grandes delecgdes sao responsaveis por 5% dos casos de Hemofilia A severa [72,

82] e as duplicagbes parciais do gene sao eventos muito raros [74].
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As delecgcdes foram confirmadas por MLPA e as suas dimensdes
aproximadas foram calculadas: a deleccdo Regido Promotora-Ex&o 3 é superior a
~29 Kb e a deleccédo Exao 21 (parcial) -Exao 22 é de ~16 Kb. Na grande delecgéo
Regiao Promotora—Exao 3, a auséncia de Regidao Promotora impede a transcrigao
do gene F8; na delecgao Exao 21 (parcial)-Exao 22, a auséncia de parte do exao 21
e a auséncia total do exdo 22, compromete a sintese do dominio C1 do FVIII,
impedindo sua a actividade procoagulante.

A identificacdo da duplicagdo parcial do gene F8, mutagdo ndo detectavel
com a metodologia PCR/Sequenciagao nucleotidica directa, foi conseguida através
da técnica de MLPA e apresenta uma dimensao de aproximadamente 73,4 Kb.

A presenga do alelo normal nas mulheres portadoras de grandes delecgdes
ou duplicagdes parciais do gene F8 inviabiliza a sua identificacdo por técnicas de
PCR/Sequenciacdo nucleotidica directa. Com a técnica de MLPA quantitativo foi
possivel identificar 3 portadoras: as maes dos doentes com grandes deleccbes e
uma prima materna do individuo com duplicagao parcial do gene F8.

A técnica de MLPA é simples e robusta e tornou possivel o diagndstico

prénatal nestas familias.

8. MODULACAO DO FENOTIPO

A mutacdo FV Leiden e variante da PRT G20210A sdo mutagdes que
conferem um ganho de fungdo produzindo um estado ligeiro de hipercoagulabilidade
[53, 92-94]. O FV Leiden (p.Arg506GIn) confere resisténcia a proteina C activada por
supressao de um local de inactivacéo; a variante da protrombina esta associada a

niveis mais elevados de Fll. Sdo considerados factores de risco para trombose
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venosa e apresentam prevaléncias alélicas na populagado em geral de 2-7% e 1-2%,
respectivamente [92, 95].

Nos 4 doentes com Hemofilia A severa a presenga, em heterozigotia, das
mutagcdes PRT G20210A ou FV Leiden, aparentemente nao contribui para a
modulagdo do fendtipo: a frequéncia de episddios hemorragicos e do tratamento
substitutivo sdo semelhantes. No entanto, o Hemofilico A com a mutagao
p.Leu71Pro no gene F8 (FVIII:C inferior a 1%) e homozigotia para o FV Leiden,
comporta-se clinicamente como um hemofilico moderado/ligeiro: necessita apenas
de 2 a 3 tratamentos por ano e os episddios hemorragicos s&o geralmente

traumaticos.

9. INIBIDORES

O desenvolvimento de inibidores € uma complicagdo do tratamento dos
Hemofilicos e acontece mais frequentemente em associacdo com inversbdes e
grandes delecg¢des do gene F8 em que ha auséncia total de proteina circulante [57].

Cinco dos 6 HA que desenvolveram inibidores sao severos e portadores das
mutagdes IVS22 (n=2), IVS1 (n=2) e grande delec¢ao Regido Promotora-Exao 3
(n=1).

Um Hemofilico A ligeiro com a mutagdo p.GIn2246Lys também desenvolveu
inibidores apds tratamento intensivo para cirurgia major. Esta mutacdo esta
localizada perto de um importante determinante antigénico do epitopo inibitério no
dominio C2 do FVIII [29, 96, 97], um dos alvos preferenciais de inibidores
especificos para o FVIII. A troca de uma Glutamina por uma Lisina no codao 2246

vai provocar alteragao de hidrofobicidade e carga num local interno da proteina de
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que resulta o rompimento de ligagdes estruturais e alteragdo conformacional da [29,

79, 98].

10. AUSENCIA DE MUTACOES NO GENE F&8

Num individuo Africano com Hemocofilia A severa, nao foi identificada qualquer
alteragcdo no gene F8. Neste caso as mutagdes podem ocorrer nas regides
intronicas, em regides de controlo do gene F8 (locus-controlling regions) ou em
regides externas ao gene mas que sao importantes para a sua expressao. O estudo

do ARNm pode contribuir para a elucidacao deste caso [99, 100].
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V. CONCLUSAO

O estudo da hemcdfilia A, devido as grandes dimensdes do gene F8, tem sido
um desafio pela sua complexidade e morosidade. Esta abordagem metodoldgica
agilizou este estudo tornando-o simples e bastante mais rapido, o que é vantajoso
para a realizacao de diagndstico prénatal em tempo util.

A implementagdo da técnica MPLA, na detecgdo das grandes delecgdes e
duplicagdes, veio resolver uma limitagdo da metodologia PCR/Sequenciacéo e
permitiu a identificagcao de portadoras com este tipo de mutacgoes.

Foram caracterizadas as alteragdes moleculares em 102 das 103 familias ndo
relacionadas envolvidas neste estudo (99%). O tipo e frequéncia das alteracdes
identificadas sdo muito semelhantes ao descrito por outros autores.

Foram ilustrados os potenciais efeitos induzidos por 23 novas mutagoes
através de modulagdo molecular e correlagao genaétipo-fenétipo.

O fendtipo severo encontra-se, na sua grande maioria, relacionado com os
rearranjos Inversdo do intrdo 22 e Inversdo do intrdo 1 (28/52). As 11 frameshifts
identificadas s&o responsaveis pela formacéo de coddes de terminacéo. A excepg¢ao
€ a delecgéo c.3637delA (p.1194fsX4) associada a fendtipo ligeiro, possivelmente
devido a fendmeno de mosaicismo [91]. Com a implementacao da técnica de MLPA,
foi possivel, ndo s6é confirmar as grandes delecgdes encontradas, como identificar
uma duplicagdo parcial do gene F8 e cobrir uma lacuna que foi o estudo de
portadoras nestas familias.

Os fendtipos moderados e ligeiros foram devidos a mutagbes missense de

transicado em cerca de 62% das familias.
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Estudaram-se 129 mulheres para a mutagao do respectivo familiar afectado,
revelando-se 83 heterozigbticas para a mutagdo. Nos 14 diagnosticos prénatais
efectuados, 6 revelaram presenga de mutagdo em hemizigotia.

A associagédo de Hemofilia A severa e homozigotia para a mutagédo FV Leiden
resultou, num individuo portador da mutagao p.Leu71Pro com niveis de actividade
de FVII:.C inferiores a 1%, na melhoria da expressdo clinica da patologia
hemorragica, com necessidade apenas de 2 a 3 tratamentos substitutivos por ano.

Os inibidores detectados estdo associados a 1VS22, a IVS1 e a grande
delecgdo da Regido Promotora — Exao 3. O hemofilico com fendtipo ligeiro que
desenvolveu inibidores apds tratamento para cirurgia major, € portador de uma
mutacao missense localizada perto do epitopo inibitério no dominio C2 do FVIII [29,
96, 971.

A avaliagdo do genotipo/fenotipo podera ser complementada com o estudo
das mutagdes versus a modulagao estrutural da proteina o que contribuira para uma
melhor caracterizagdo funcional das variantes do FVIII e, subsequentemente,
compreensao da relagdo estrutura-funcdo da proteina e avaliagcdo do efeito de

algumas variantes na produgédo do fenétipo hemofilia.

Este estudo permitiu rever e definir uma estratégia de diagnostico que
originou a implementacado de um algoritmo de investigagado de doentes e portadoras

de Hemofilia A.
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