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1. INTRODUCAO

Uma das principais fungdes do sangue € manter constante o ambiente interno do
corpo de forma que os processos fisiologicos possam ocorrer normalmente. A fim de
manter essa estabilidade, o sangue tem que permanecer liquido dentro do sistema
circulatorio. No caso de ocorrer um extravasamento de sangue ou do sangue ndo
permanecer fluido, surgem certas modificagdes que estancam a hemorragia ou atuam na
fluidez do sangue. Esse conjunto de mudangas fisiologicas € conhecido como hemostasia.
(ORTHO DIAGNOSTICS INC,1979; TUDDENHAM ef al., 1994a).

O processo de hemostasia ¢ um mecanismo vital de defesa contra a perda de
sangue. Dele dependem a formagdo do coagulo (coagulagdo) e a sua degradagio
(fibrindlise). A defesa contra a perda anormal de sangue envolve: (1) constrigdo e retragdo
dos vasos sangiiineos; (2) aglutinagdo e agrega¢do plaquetarias; (3) coagulagdo do plasma
(TUDDENHAM et al., 1994b).

O carater essencial do processo de coagulagdo ¢ que uma proteina circulante,
solivel no plasma, o fibrinogénio, se transforma em fibrina, o coagulo sélido (ORTHO
DIAGNOSTICS INC,1979; TUDDENHAM et al., 1994b).

De acordo com os pontos de vista classicos da coagulagdo, este ¢ o evento final
apos duas seqii€éncias de reagdes principais: (1) a conversdo da protrombina em trombina
através da a¢do da tromboplastina e dos ions de calcio; (2) a transformagdo do fibrinogénio
em fibrina sob a influéncia da trombina, sendo envolvidas varias etapas e a ativagdo de
varios fatores de coagulagio em cada uma das reagdes (ORTHO DIAGNOSTICS
INC,1979; TUDDENHAM et al, 1994a). Como esses fatores de coagulagdo sdo

interdependentes na formagdo de um coagulo, a deficiéncia de um ou mais fatores pode



resultar em uma resposta hemostatica anormal, podendo levar a hemorragias ou a

formagdo de trombose.

1.1 OFATOR VIII

O Fator VIII (FVIII) (fig. 01) ¢ uma glicoproteina que serve como cofator para o
fator IXa (serino protease) na conversdo do fator X em fator Xa na via intrinseca da
coagulagdo. Apds, o fator Xa ativa a protrombina (fator [I) em trombina (fator [Ia), que
cliva o fibrinogénio em fibrina, formando o coagulo (fig. 02). O FVIII ¢ identificado no
plasma pela sua atividade pro-coagulante (FVIII:C) ou pela atividade antigénica

(FVIIT:Ag).

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

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

O RNA mensageiro (RNAm) do fator VIII compreende cerca de 9.010 nucleotideos
que codificam um polipeptideo precursor de 2.351 aminoacidos. Apos o processamento do

peptideo sinal (19 aminoacidos), origina-se uma proteina madura de 2.332 aminoacidos

(VEHAR et al., 1984).

({8 ]



VIA INTRINSECA VIA EXTRINSECA

“Tiasue Dam.
BRI | e | DR KTRID | tesue Damags

l:"_ ]‘W T g_{n— cror
il ——:—m‘.‘;i\ -—‘)

“..\ﬂ"\ T ‘“J — .ru

°‘ "\_(

~[

Fibrinolysis

Plasminogen
UK.SK
P
Ak —, |28
51 '-"'l‘\lq,u—su_; ‘l"'asmm?.‘
Pratain C !x'::q———o 1 \
P -2 Antiplagrmin

| Fibrn Clot |

3

FoP -reren oo

Fig. 02. Cascata da Coagulacio Sangiiinea. Representa¢do da Via Extrinseca e Intrinseca da Coagulacao.
Em roxo a via Fibrinolitica e em preto a atuagdo dos Inibidores da Rota da Coagulagdo.

Baseado na analise de seqiiéncias de nucleotideos e aminoacidos, observou-se a
existéncia de regides de homologia interna no FVIII, sendo estabelecidos 3 dominios
estruturais diferentes, denominados, A, B e C, abreviados como NH>-A1-A2-B-A3-Cl1-
C2-COOH (VEHAR et al., 1984).

O FVIII ¢ ativado por proteolise, catalisada pela trombina (FIla), onde os
principais sitios de clivagem para a ativagdo encontram-se na regido C-terminal dos
residuos de arginina nas posigdes 372, 740 e 1689 (fig. 03) (TUDDENHAM, 19%94a). A
partir dessa clivagem, ocorre a liberagdo do dominio B, ¢ a formagdo do FVIIla a partir da

ligagdo com o Ca™ (fig. 03).
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Fig. 03. Dominios estruturais de ativacio do FVIIL Baseado em BOWEN er al, 2002. N, regido
aminoterminal; C, regido carboxiterminal, (A) FVTII sintetizado contendo a pré-seqiiéncia de 19 aminoacidos
(peptideo sinal) e o peptideo maduro de 2332 aminoacidos (2351 aminoacidos). Al, A2, A3, B, Cl e C2
representam os dominios de homologia. Os residuos de Arginina sdo os sitios de ativagdo e clivagem pela

protrombina. (B) FVIII ativado. Os dois dominios (A e C) correspondendo a cadeia leve e pesada, ligados
pelo calcio divalente.

A estabilidade do FVIII depende da interagdo ndo-covalente com o fator von
Willebrand, que também atua na adesdo e agregacdo plaquetdrias. De acordo com
SALDER (1998), tal interagdo, além de promover a estabilidade do FVIII, aumenta a
sobrevida do FVIII circulante, ja que confere uma protecdo contra a degradagido
proteolitica na circulagdo sangiiinea, bem como a inibi¢gdo da neutralizagdo do FVIII por
anticorpos (JACQUEMIN & SAINT-REMY, 1998).

O gene do fator VIII tem cerca de 186 kb, é composto por 26 éxons (Fig. 04;
Tabela 1) e esta localizado no cromossomo Xq28 (GITSCHEIR et al, 1984; PEAKE,
1995). Os introns representam cerca de 95% do gene (177kb), enquanto que os éxons 5%
(9kb) (GITSHIER e cols., 1984; TOOLE e cols., 1984). A proteina madura foi isolada e
purificada por FAY er a/ (1982) e sua estrutura primaria foi primeiramente descrita em

1984 (GITSCHIER e cols., 1984; VEHAR et al., 1984).



Fig. 04. Organizacio Fisica do gene do FVIII humano. As barras representam os éxons do gene. Baseado

em GITSCHIER et al, 1984,

Tabela 1. Organizagdo do gene do FVIII humano.

Exon Tamanho (pb) Intron Tamanho (kb)
1 313 1 229
2 122 2 2.6
3 123 3 3.9
4 213 4 5.4
5 69 5 2.4
6 117 6 142
7 222 7 2.6
8 262 8 0.3
9 172 9 4.8
10 94 10 3.8
11 215 11 2.3
12 151 12 6.3
13 210 13 16.0
14 3106 14 22.7
15 154 15 1.3
16 213 16 03
17 229 17 02
13 183 18 1.8
19 117 19 0.6
20 72 20 1.6
21 86 21 3.4
22 156 22 32.4
23 145 23 1.4
24 149 24 1.0
25 177 25 22.4
26 1958

Baseado em GITSCHIER et al., 1984,

1.2 A HEMOFILIA A E AS SUAS COMPLICACOES

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

reconhecimento em dois tipos sugerido por PAVLOVSKY (1947) e a distingdo entre



hemofilia A e B por trés grupos independentes: AGGELER et al, 1952, BIGGS et al, 1952

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

A hemofilia A ¢ uma das doengas hemorragicas mais comuns da via intrinseca da
cascata de coagulagdo sangiiinea. Ela ¢ causada pela redugdo da atividade do fator VIII da
coagulagdo (FVIII), devido a alteragdes no gene (GITSCHIER et al., 1984, LANDER er
al., 2001). O padrdo de heranga é recessivo ligado ao X, e afeta, aproximadamente, 1 em
cada 5000 nascimentos (HOYER, /994 apud SOARES et al., 2001). No Rio Grande do

Sul, a prevaléncia estimada ¢ de 1:11.700 homens (ALEXANDRE & ROISENBERG,

1985).

Nos testes de triagem da cascata de coagulagao, o hemofilico A apresenta o tempo
de tromboplastina parcial ativado (TTPA) alterado, enquanto que o tempo de protrombina
(TP) e o tempo de trombina (TT) apresentam valores normais.

Os pacientes podem ser classificados em trés grupos (grave, moderado e benigno)
de acordo com as caracteristicas clinicas apresentadas e a dosagem do fator VIII no plasma
(FVIIL:C).

A classificagdo mais recente, quanto a atividade do fator VIII, estabelece que os
graves apresentam <1%, moderados de 1 a 5% e benignos de 5 a 50% (FORBES &
MADHOK, 1991; GITSCHIER, 1991).

Os hemofilicos graves apresentam sangramentos espontdneos freqientes ou apos
traumas leves; os moderados apresentam sangramentos importantes, apos pequenos
traumas, enquanto que os benignos apenas manifestam a doenga apos traumatismos fortes

ou em intervengdes cirurgicas.



Cerca de 50% dos individuos afetados sdo hemofilicos graves (TUDDENHAM,
1994; ANTONARAKIS et a/, 1995; BOWEN et al, 2003), apresentando menos de 1% de
atividade coagulante de fator VIII no plasma. A ocorréncia nos moderados e benignos ¢
aproximadamente 30% e 20%, respectivamente (ANTONARAKIS et al, 1995).

Os sintomas clinicos mais comuns nos hemofilicos sdo o aparecimento de
hematomas e equimoses. Além disso, os hemofilicos graves podem apresentar
sangramentos espontdneos ou traumaticos nos musculos e nas articulagdes dos joelhos, dos

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

O tratamento baseia-se na administragdo de fator VIII utilizando-se uma variedade
de preparagdes derivadas de plasma humano ou de técnicas recombinantes. A terapia de
substituigdo ¢ efetiva na maioria dos casos, porém, 7 a 30% de individuos tratados
desenvolvem anticorpos que neutralizam o FVIII e diminuem sua efetividade, denominados

de inibidores do FVIII (LUSHER ez al., 1993; RIEGER, 1996).

1.2.1 INIBIDORES CONTRA O FATOR VIII

Uma das complicagdes mais sérias no tratamento de hemofilicos € o
desenvolvimento de anticorpos (inibidor) contra o FVIII, cuja ampla maioria ¢ pertencente
a classe IgG (RIEGER, 1996), que leva a diminui¢do da qualidade e expectativa de vida
dos pacientes (SCANDELLA, er al., 1993). A incidéncia de inibidor em diferentes
populagdes de hemofilicos A ¢ muito ampla, variando de 7 a 30% (LUSHER et a/., 1993),
sendo que no Brasil ela foi estimada em torno de 20% (RIEGER & ROISENBERG:., 1999).

Alguns trabalhos mostram que hemofilicos portando mutagdes no gene do FVIII,

dentre elas, inversdes e translocagdes, podem apresentar o desenvolvimento de inibidor



(LJUNG et al., 1992; NILSSON, 1993; HOYER, 1995; TUDDENHAM, 1998; BOWEN,
2002) & ASTERMARK et al, 2005). Além disso, a produgdo de inibidor pode variar
conforme a idade, a origem étnica, a dose administrada, a freqii€ncia de exposi¢do e a
atividade do produto (ASTERMARK er al, 2005; PENNER, 2001; NILSSON, 1993).

[nibidores contra o FVIII sdo classificados em tipo [ ou de alta resposta e tipo II ou
de baixa resposta. Inibidores do tipo | sdo anticorpos que inibem completamente o fator
VIII devido a alta afinidade, ligagdo tempo-dependente (dependéncia de dose), e
normalmente apresenta uma ligagdo irreversivel que segue uma cinética de segunda ordem.
(ALY, et al., 1992).

Titulos do inibidor de tipo I exibem uma resposta anamnésica ativa depois de
infusdes repetidas com concentrados de fator VIII, normalmente alto e sendo detectadas
suas concentragdes durante meses e até anos (ALY et al., 1992).

Inibidores do tipo II ndo inibem completamente a fungdo do FVIII, ndo
apresentando resposta ou uma resposta anamnésica minima, com um baixo titulo e baixa
afinidade, com um tempo independente da dose e reversivel, além disso, seguem uma
cinética de reagdo de multiplas fases (multifasica). Hemofilicos comumente apresentam
inibidores do tipo I, enquanto que ndo-hemofilicos apresentam predominantemente o tipo I
(NILSSON, 1988; ALY, et al, 1992) e podem apresentar uma desordem adquirida
semelhante a hemofilia A (ZIMMERMAN et al., 1971; NILSSON & LAMME, 1980;
NILSSON, 1994).

GAWRYL e HOYER (1982) estudaram a inativagdo do FVIII nos dois tipos
diferentes de inibidor e sugerem que inibidores do tipo I e tipo II interagem com diferentes
determinantes antigénicos do FVIIL Inibidores do tipo I interagem proximos ao sitio da

atividade pro-coagulante, enquanto que os tipos II interagem com o determinante proximo



ao sitio de ligagdo do FVIII com o fator von Willebrand (FvW). Neste caso, o impedimento
estérico explicaria a maneira de inativagdo do FVIIL:C pelos inibidores do tipo II (GARYL
¢ HOYER, 1982; HOYER et al., 1984).

Doencas autoimunes, como artrite reumatoide, Sindrome do Lupus Eritromatoide e
polimiosites; malignidades; doenga inflamatoria do intestino e certas inflamagdes cutaneas
estdo associadas com inibidores do tipo II. (ALY, 1992; NILSSON, 1994; FAY et al.,
1999; GIL, et al., 1999).

ALGIMAN et al. (1992), estudando doadores de sangue saudaveis, verificaram que
17% apresentaram inibidor. Apesar dos anticorpos detectados serem do tipo IgG e
apresentarem atividade neutralizante contra o FVIIIL, os niveis médios de atividade do FVIII
ndo diferiram significativamente entre os grupos com e sem inibidor. Outra observagdo
interessante € o fato das amostras com inibidor neutralizarem a atividade coagulante do
fator VIII em ‘pools’ de plasmas normais, mas nido neutralizarem o FVIII da propria
amostra, sugerindo que os anticorpos naturais desenvolvidos contra o FVIII em individuos
saudaveis sdo policlonais ¢ podem estar dirigidos contra diferentes epitopos que
representam um polimorfismo ndo identificado no FVIIL

Mais recentemente, MONDORF et al. (1994), investigando a presenga de
anticorpos atraveés de uma técnica imunoenzimatica (ELISA), encontraram que 5,43% dos
individuos com niveis de FVIII normais apresentaram anticorpos contra o FVIIL, sugerindo

que os anticorpos presentes nesses individuos ndo apresentavam atividade inibidora.



1.3 MUTACOES NO GENE DO FVIII

Estudos moleculares demostram que mutagdes de ponto, delegdes, insergdes no gene
do FVIII sdo freqiientemente encontradas em hemofilicos. Mutagdes de ponto sdo os
defeitos genéticos mais comuns em hemofilia, correspondendo a mais da metade dos
casos, seguidos pelas delecdes e pelos casos de insergdes e rearranjos/inversoes. Em
pacientes com hemofilia A, as inversdes no gene do FVIII sdo responsaveis por 20% de
todos os casos dessa doenga, sendo que em hemotfilicos benignos e moderados sdo eventos
muito raros e em hemofilicos graves apresentam uma alta prevaléncia, sobretudo, a
inversdo do intron 22 (ANTONARAKIS er a/, 1995; BOWEN, 2002).

Em uma revisio e estudo de meta-analise, ANTONARAKIS et al. (1995)
investigaram mutagdes no gene do FVIII em 1000 pacientes ndo consangiineos. Os
resultados foram: 46% dos hemofilicos graves apresentaram mutagdes de ponto, 42%
inversdes, 8% delegdes, e 4% ndo apresentaram nenhuma dessas mutagdes. No mesmo
estudo, 91% dos hemofilicos benignos apresentaram mutagdes de ponto ¢ em 9% ndo
foram encontradas mutagdes. Dentre as mutagdes de ponto estavam incluidas: mutagdes
“missense” (53%); “CpG-para-TpG” (16%); pequenas delegdes (12%); mutagdes
“nonsense” (9%); pequenas inversdes (3%); mutagdes em sitios de “splicing” (3%);
polimorfismos “missense” (2%); mutagdes silenciosas em exons (2%) e insergoes (1%).

Esses resultados estdo de acordo com os descritos por BAGNALL er a/ (1998, 2002 e
2005a), que estudaram as inversdes do intron 1 e 22 em 209 pacientes, onde 45% dos
hemofilicos graves apresentavam a inversdo do intron 22; 3% a inversdo do intron 1; 40%
apresentavam rearranjos; dele¢des e mudangas na fase de leitura; mutagdes “nonsense” ou

de “splicing” e 10% mutag¢des “missense”. Quanto aos hemofilicos benignos e moderados,



97% apresentavam rearranjos, delegdes, mudangas na fase de leitura, mutagdes nonsense ou
de “splicing” e 1% possuia mutagdes “missense” € nenhum apresentou as inversoes do
intron | ou 22.

Em um estudo com 113 familias européias contendo 231 hemofilicos A grave, 74
familias apresentavam a inversdo do intron 22; 14 familias portavam mutagdes “‘nonsense”,
9 familias com mutagdes “missense”™; 9 com pequenas delegdes ou insergdes; 4 familias
com grandes dele¢des no gene do FVIII e 3 familias com mutagdes em sitios de “splicing”
(ASTERMARK at al., 2005).

Quanto a relacdo entre a taxa de mutacdo e outros fatores, HERMANN (1966)
demonstrou o efeito da idade na taxa de mutagdo em hemofilia, porém, BARRAI et al.
(1968) ndo encontraram tal relagdo com o efeito da idade materna ou da idade do avo
materno (ao nascimento da mae do paciente).

VOGEL (1977) foi o primeiro a concluir que a taxa de mutagdo que causa hemofilia
A ¢ mais alta em homens que em mulheres e atualmente a taxa de mutagdo dos homens ¢
calculada como sendo 5,2 vezes a encontrada em mulheres (BROCKER-VRIENDS et al.,
1991). Do mesmo modo, estudando somente hemofilicos graves, ROSENDAAL ef al
(1990) apresentou que a relagdo das freqiiéncias de mutagdo em homens e mulheres eram
de2.1.

Até o momento, 943 mutagdes foram encontradas em hemofilicos, sendo 270
mutag¢des descritas em hemofilicos graves, ( NCBI, HAMSTERS), demonstrando a alta
heterogeneidade alélica na hemofilia A. Essa variabilidade genética poderia dificultar no
rapido diagnostico de hemofilicos e, principalmente, de heterozigotas, a partir da utilizagdo

das técnicas de detec¢do molecular.

11



O estudo e a caracterizagdo de heterozigotas e o diagnodstico pré-natal podem ser
utilizados tanto para a detecgdo direta de mutagdes mais freqientes nas populagdes
(especialmente as inversdes nos hemofilicos graves), como também indiretamente através
de analise de estudos de ligagdo (ASTERMARK e al, 2005). Dentre essas ¢ importante
destacar a inversdo do intron 22 (Inv22) e a Inversdo do Intron 1 (Invl) (BOWEN et a/

2003; ASTERMARK, er al, 2005).

1.4 A INVERSAO DO INTRON 22

PATTERSON et al. (1989) mostraram que seqiiéncias do genoma sdo reconhecidas
por uma mesma sonda em duas regides do cromossomo X (Xg28). Uma regido dentro do
intron 22 do gene do fator VIII e outra localizada a 1.2 kb do gene.

LEVINSON et al. (1990a) procurando transcritos na regido Xq28, encontraram uma
regido denominada de A (F8A) que hibridizava com uma regido do exon 22 do gene do
fator VIII. A F8A estava em orientagdo inversa a regido do gene e continha uma regido
homologa ao intron 22. Analises computacionais sugeriam que se tratava de uma regido
codificadora ¢ 0 cDNA da F8A também apresentava um bom grau de similaridade em
ratos, camundongos e macacos (LEVINSON ez al., 1990b).

Outros trabalhos demonstraram que mutagdes envolvendo regides do intron 22
levavam a um acoplamento defeituoso dos exons 22 e 23 no RNAm sendo a causa de
hemofilia A grave em pacientes afetados no Reino Unido, tendo como conseqiiencias
futuras que mutagdes fora do gene do FVIII ndo estariam associadas com a hemofilia A na
forma grave (NAYLOR eral., 1991; NAYLOR et al., 1992).

O cromossomo X contém 3 copias de F8A e suas regides adjacentes, sendo uma no

intron 22, denominada de Int22h1 e duas copias adicionais na regido telomérica upstream

12



(a montante), aproximadamente 500kb, ao cddon de inicio do gene do fator VIII (Int22h2 e
Int22h3) (FREIJE & SCHLESSINGER (1992). O intron 22 encontra-se numa regido de 32
kb e contém uma ilha de CpG, aproximadamente 10 kb donwstream (a jusante) do exon 22.
Esta ilha parece servir como um promotor bidiretional para os Int22h2 e Int22h3, ambos
transcritos na diregdo oposta ao fator VIII (Int22h1) (LAKICH et al., 1993).

Muitas das mutagdes no FVIII que causam a hemofilia A grave sdo resultantes da
recombinagio entre as sucessivas F8A homologas dentro do intron 22 wupstream ao gene.
Tal recombinagdo conduziria a uma inversdo das seqiéncias de DNA e a formagio de um
codon de parada. LAKICH et al. (1993) apresentaram evidéncia para apoiar este modelo e
descreveram uma técnica de Southern blot para detectar esse tipo de inversdo, onde 45%
dos hemofilicos graves estudados apresentaram a inversdo. Estes autores também sugeriram
que se formava um RNA mensageiro hibrido entre as regides dos exons 1-22 do fator VIII e
que as inversdes que envolvem o intron 22 sdo a base dos defeitos no RNAm. Estas
mutagdes em pacientes gravemente afetados acontecem a taxa de aproximadamente 4 x 10
por gene/por gameta/por geragdo.

OLDENBURG et al. (2000) demonstraram que a Inv22 pode se apresentar como
um mosaicismo somatico € que a inversdo ndo ¢ restrita a divisdes celulares meidticas mas
também pode acontecer durante divisdes mitdticas, ou em precursores das células
germinativas ou de células somaticas.

Além disso, o emparelhamento do Xq com seu homologo inibe a inversdo
intracromossomal do intron 22 e esse evento de inversdo ocorreria predominantemente em
células germinativas masculinas, com uma rela¢gdo de 3:1 (ROSSITER et al. 1994,

OLDENBURG et al., 2000; LEUER er al., 2001).
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A Inv 22 ¢ originada de uma recombinag¢do homdloga intracromossomal entre uma
regido de 9,5 Kb do intron 22 (Int22hl) e uma regido homoéloga extra-génica de copia
invertida, proximal (Int22h2) ou distal (Int22h3) do gene (Fig.05) (LACKICH, et al., 1993;
NAYLOR ez al., 1995).

Portanto, torna-se interessante o estudo da Inv22 em hemofilicos graves, devido a
sua alta freqiiéncia, cerca de 42% dos casos graves da populagdo mundial, nio tendo
registros dessa inversdo em hemofilicos com formas moderadas ou leves. (ROSSETTI er
al., 2004a).

Sabendo disso, e como a técnica de Southern blorting apesar de ser eficiente, se
torna muito demorada e trabalhosa, principalmente, quanto aos cuidados e dificuldades em
se trabalhar com material radioativo, LIU et al. (1998) desenvolveram uma técnica de LD-
subcycling (S-PCR) que se baseia na amplifica¢do de fragmentos maiores de 10 Kb, LD-

PCR (Long-distance PCR), a partir de ciclos multiplos de anelamento e extensdo

(subcycling).
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Fig. 05. Mecanismo hipotético da inv22. Baseado em BOWEN et al., 2002, As setas representam o
sentido da transcri¢do. (A) Regido representada antes da inversdo ou de individuos sem a [nv22. (B)
Recombinagdo homologa intracromossomal, podendo ser distal ou proximal. (representagdo da recombinagio
distal). (C) Linearizagdo da Inv22 e a interrupg¢do no gene do FVIII. Exons 1 a 22 apresentam orientagdo

invertida levando a produgio de um transcrito defeituoso e de um FVIII truncado.

1.6 A INVERSAO DO INTRON 1
A inversdo do intron 1 (Invl) € a segunda inversdo mais freqiiente descrita na
literatura, ocorrendo em cerca de 5% dos casos de hemofilia A grave da populagdo

mundial, também causada por uma recombinagdo homologa intracromossomal

(BAGNALL et al., 2002; TIZZANO et al., 2003).

Os primeiros relatos dessa inversdo foram descritos por BRINKE ef a/. (1996), onde
pacientes hemofilicos mostraram uma inversdo que alterava o primeiro intron do FVIII e

deslocava a maior parte do exon 1 (100 kb) em dire¢do ao telomero. Essa inversdo era
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causada por um rearranjo cromossdmico que envolvia uma recombinagdo homologa
intracromossomica (KENWRICK er al., 1992). Em outros estudos, BRINKE et al. (1996)
notaram que a Inv1 cria 2 unidades de transcrigdo hibridas. Uma seqiiéncia de 1041 pares
de base do intron 1 (/ntlh-1) foi encontrada duplicada e de orientagdo oposta (/nt/h-2) a
cerca de 140 kb fora do gene. O Intlh-1 é formado pelo promotor e o primeiro exon do
fator VIII e expressa as seqiiéncias que estdo entre uma regido denominada de C6.1A e a
regido telomérica (TIZZANO er al., 2003). A outra unidade de transcri¢do hibrida contém
ilhas CpG, toda a regido C6.1A e parte do gene.

O mecanismo da Invl envolve um evento de recombinagdo intracromossomica,
entre a sequéncia homologa Intlh-1 localizada no exon e a sequéncia Intlh-2 localizada a
100 kb da regido 5° do gene (fig. 06) (BAGNALL et al., 2002), levando a produgdo de uma
proteina truncada, um FVIII ndo funcional (ACQUILA et al., 2003).
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Fig. 06. Mecanismo hipotético da Invl. Baseado em BAGNALL et al., 2002, com modificagdes. (A) As

barras mostram o intron 1 flanqueado pelos exons, as setas indicam o sentido da transcrigdo, contendo a



seqiiéncia repetida 9b flanqueada por uma seqiiéncia inica 9a ou 9¢. Fora do gene uma seqiiéncia homologa
ao 9b. (B, C) A recombinagdo homdloga entre as seqiiéncias 9b originando a inversdo. (D) Resultado da

inversdo do intron 1, gerando as regides 9ab, 9ac e 9bc,

1.6 OBJETIVOS

O objetivo geral do trabalho € identificar inversdes do intron 1 e do intron 22 em
pacientes com hemofilia A grave no Rio Grande do Sul e verificar a ocorréncia de inibidor
nos pacientes portadores dessas inversdes. Para se genotipar essas inversoes foi necessario
padronizar as técnicas da S-PCR para o estudo da Inv22 e da PCR simplex para o estudo da

Invl.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 A AMOSTRA
Foram estudados 31 hemofilicos ndo consangiiineos com dosagem de fator VIII

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

2.2 METODOLOGIA

Os pacientes foram encaminhados ao Laboratorio de Hemostasia conforme o seu
historico de sangramentos, foram entrevistados e coletados cerca de 5 a 10 ml de sangue
periférico.

O sangue periférico foi coletado por pungdo venosa, centrifugado e com a fragdo de
menor densidade (o plasma) foram realizados os testes de triagem: Tempo de Protrombina

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

A extragdo de DNA dos pacientes foi realizada pelo método de salting out
(LAHIRI & NURNBERG JR, 1991; MILLER ar al., 1988) e/ou fenol-cloroférmio
(SAMBROCK et al., 1998).

A quantidade e a qualidade de DNA foram determinadas por espectrofotometria
nos comprimentos de onda 260, 280 ¢ 230 nm (SAMBROCK et al., 1998).

A genotipagem dos pacientes para as inversdes do intron 22 e do intron 1 foram
realizadas por PCR e os fragmentos amplificados foram separados em um gel de agarose
0,6% (p/v) e 1% (p/v) respectivamente, contendo brometo de etideo e visualizados em
presenca de luz Ultra Violeta.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o teste de Fisher e Chi-

quadrado(xl) no programa BioEstat 2.0.

23 TRIAGEM DOS PACIENTES: TEMPO DE PROTROMBINA E TEMPO DE
TROMBOPLASTINA PARCIAL ATIVADO

Os testes de triagem servem para verificar a eficiéncia das vias extrinseca (TP) e

intrinseca (TTPA) da cascata de coagulacdo sangiiinea (AUSTEN & RHYMES, 1975). O

teste de protrombina (TP) avalia a eficiéncia da via extrinseca em formar a rede de fibrina

(coagulo) em presenca de tromboplastina e calcio. O indice do paciente € calculado pela

razdo entre o tempo de formagdo do coagulo na amostra do paciente e o tempo do controle.

A auséncia ou 0s nivels mais baixos de um dos fatores da via extrinseca levam a indices
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maiores e tempos mais elevados de coagulagdo. Em hemofilicos A o teste de protrombina
apresenta um resultado normal.

O teste de tromboplastina parcial ativado (TTPA) consiste na avaliagdo da eficiéncia
do sistema intrinseco na formagdo da rede de fibrina em presenga do fosfolipideo, célcio e
de um ativador do sistema de contato (caulim, acido elagico ou silica). O indice do paciente
¢ calculado pela razdo entre o tempo de formagdo do coagulo do paciente ¢ o tempo do

controle. Hemofilicos apresentam um TTPA prolongado em relagdo ao controle.

2.4 DOSAGEM DO FATOR VIII E DOSAGEM DE INIBIDOR

A dosagem do FVIII (FVIIIL:C) se baseia na geragdo de trombina e formagdo da rede
de fibrina (coagulo) pela realizagdo de um teste de TTPA na presenga de um substrato
(plasma deficiente de fator VIII). O tempo de coagula¢do ¢ diretamente proporcional a
concentra¢do plasmatica do FVIII presente na amostra. A dosagem do nivel de FVIII dos
pacientes € obtida a partir de uma curva de referéncia dilogaritmica de dilui¢des seriadas de
um plasma normal comercial (atividade x tempo de coagulagio).

A dosagem de inibidor foi desenvolvida por KASPER e cols. (1975) e esta baseada
na capacidade do inibidor neutralizar uma quantidade especifica da atividade coagulante do
fator VIII em um plasma normal. Uma unidade € definida como a atividade em um mililitro
de plasma, o qual quando misturado com um igual volume de plasma normal por 2 horas a
37°C reduz a concentragio do FVIII pela metade (KASPER, 1991).

O teste consiste na dosagem do FVII:C de duas misturas. A mistura controle &
formada por 1 volume de plasma normal e 1 volume de solugdo tampédo imidazol pH 7,2. A
mistura a ser testada € formada por 1 volume de plasma normal e 1 volume de plasma do

paciente. Ambas misturas sdo dosadas apos 2 horas a 37°C em relagdo a atividade
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coagulante do FVIIL. No caso do plasma teste conter algum inibidor especifico para o
FVIII, este ira neutralizar o fator VIII do plasma normal da mistura teste e

conseqiientemente o resultado da dosagem sera menor que o da mistura controle.

2.5 GENOTIPAGEM DO INTRON 22

Foram utilizados dois conjuntos de primers especificos (PQ e AQ) descritos por
LIU et al. (1998). O fragmento amplificado a partir dos primers PQ apresenta 12 kb e
corresponde aos individuos sem a inversdo e o fragmento amplificado pelos primers AQ de
11 kb de tamanho, representa os hemofilicos que apresentam a Inv22 (Fig. 07).

A amplificagdo dos produtos da S-PCR ocorreu utilizando-se em cada reagdo 500
ng de DNA genomico de alta qualidade (BOWEN er ai.,, 2003), 0,4 pmol/ul de cada
primer; 0,5 mM de dCTP, dATP, dTTP; 0,1875 mM de deaza dGTP (37,5%), 0,3125 mM
dGTP (62,5%), 0,5 mM de MgSOs; 7,5% de DMSO; 2,5 IU/ reagdo de ELONGASE
(Invitrogen) e tampdo 1x para a reagdo (ELONGASE B).

As condigoes de amplificagdo foram as seguintes: desnaturagdo inicial a 94°C por 2
minutos, seguida de 10 ciclos de (desnaturagdo a 94°C por 30s e 4 ciclos alternados de
60°C e 65°C por 2 min. cada) e 25 ciclos de (desnatura¢do a 94°C por 30s / 60°C por 2
min. + 3s por ciclo / 65°C por 2 min. + 3s por ciclo / 4 ciclos alternados de 60°C a 65°C por

2 min. cada) e uma extensdo final de 10 min.
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Fig. 07. Esquema da amplificacdio dos fragmentos da Inv22 por S-PCR. Baseado em Liu er al (1998),
com modificagdes. (A) Amplificagdo dos fragmentos a partir dos primers AQ e PQ. (B) Amplificagio de um
fragmento com 12 kb nos individuos sem a Inv22 e de um fragmento de 11 kb nas heterozigotas da Inv22. O

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

2.6 GENOTIPAGEM DO INTRON 1

A detecgdo da Invl foi realizada utilizando-se duas reagdes de PCR, uma para
amplificar a regido Intlhl, com os primers Inthl-1, 9¢cR e 9F e outra para amplificar a
regido Intlh2, utilizando os primers Inth1-2f, Inth1-2R e 9F, descritos por BAGNAL et al.
(2002). O fragmento amplificado de 1.5 kb na regido Intlhl e 1.0 kb na regido Intlh2
corresponde aos individuos sem a inversdo e os fragmentos de 1.0 kb na regido Intlhl e 1.5

kb na regido Int1h2 representam os hemofilicos que apresentam a Inv1(Fig. 08).
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A amplifica¢do ocorreu utilizando-se em cada reagdo 200 ng de DNA gendmico, 0.4
pmol/ul de cada primer; 0,2 mM de cada dNTP, 1 IU/ reagdo de Taq DNA polimerase
(Cenbiot) e tampdo 1x contendo 1,5 mM MgCl, 10 mM Tris-Cl pH 8 € 10 mM KCL

As condigdes de amplificagdo foram as seguintes: desnaturacdo inicial a 94°C por 2

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

5 min.
T o 2= F F.u = (5]
1™ ;IE_!-&-E: ]I aqun’t i .t“i!'i-'1 i BM
A
AT H e N - BT e
S Uit el
BT | Wil meaane U IR
? Controle Inversao Heterozigotas ’
{ Intth1 Int1h2 Intth1 Int1h2 Intth1 Int1h2 ]
B | !
S N E—— —— 1.5kb
1

Fig. 08. Esquema da amplificacio dos fragmentos da Invl por PCR. Baseado em BAGNAL et al, (2002),
com modificagdes. . (A) Amplificagdo dos fragmentos a partir dos primers que amplificam as regides Intlhl
(Inth1-1, 9cR e 9F) e Int1h2 ( Inth1-2f, Inth1-2R e 9F). Sentido da amplifcagdo nos pacientes sem e com a
[nvl (acima e abaixo). (B) Amplificagdo de um fragmento com 1.5 kb na regido Intlhl e 1 kb na regido
Int1h2 nos individuos sem a Invl e de um fragmento de 1 kb na regido Int1hl e 1.5 kb na regido Int1h2 nas

heterozigotas da Inv1.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma das etapas principais desse trabalho foi a padronizagdo da técnica de S-PCR
para a genotipagem do intron 22 nas condigdes de nosso laboratorio. A amplificagdo de
fragmentos maiores que 10 kb apresenta varias dificuldades, além de necessitar cuidados
especiais. Dentre os problemas mais comuns estio a dificuldade na desnaturagdo e
separagdo de regides muito extensas de DNA dupla-fita; a quantidade e qualidade do DNA;
a presenga de cations divalentes que podem atuar como promotores de clivagem de DNA
em temperaturas elevadas; a maior dificuldade da incorporagdo de bases corretas e do
reconhecimento pela polimerase; o dano ao DNA apds a amplificagdo e a separagio de
fragmentos de tamanhos muito proximos. Por isso, faz se necessario um sistema de
amplificagdo mais complexo ¢ um DNA de alta qualidade para uma amplificagio eficiente
(SAMBROCK et al., 1998, BOWEN & KELNEY, 2003).

A partir da técnica descrita por LIU er al. (1998) alteragdes nas condigdes de
amplificagdo e na concentragdo de reagentes ¢ de DNA foram estabelecidas, onde a
propor¢do de deaza dGTP se mostrou critica para a amplificagdo e interpretagdo dos
resultados obtidos. Além disso, a utilizagdo da ELONGASE, por ser mais eficiente, estavel
e de baixo numero de incorporagdes erradas, foi outro fator importante para a amplificagdo.
A qualidade do DNA em relagdo a presenga de outros compostos organicos na solugdo, foi
outro fator decisivo, até mais importante que a quantidade de DNA, que demonstrou nessa
técnica poder amplifica-lo nas concentragdes de 300 a 500 ng, sendo mais eficiente com
quantidades de DNA proximas a 500 ng.

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

condigdes mais restritas para a amplificacdo, a técnica de S-PCR ¢ considerada mais rapida
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na detec¢do da Inv22 do que a técnica de Southern ( LIU et al, 1998, BOWEN &
KELNEY, 2003).

Dos 31 hemofilicos estudados, 11 apresentaram a inversio do intron 22
correspondendo a uma freqiéncia de aproximadamente 36% (Fig. 9.). Esse resultado esta
de acordo com o observado em populagdes de outros paises, cerca de 42% e com o descrito

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

blot.

Fig. 09. Produto da amplificacdo do Intron 22. Gel de agarose 0,6%. Canaleta M, marcador de
peso molecular DNA A Digerido ¢/Hind III; AQ - amplificagdo primers AQ; PQ - amplificagdo primers PQ;
Canaletas 1 e 2 paciente sem a inversdo; Canaletas 3, 4, 5 e 6 heterozigotas; Canaletas 7 e 8 paciente com a

inversdo; Canaletas N, controle negativo das reagdes.

Ja a padronizagdo da técnica de PCR pra a detecg¢do da Inv1 foi mais facil, sobretudo
por amplificar fragmentos menores que os da Inv22. Todos os hemofilicos testados para a

Inv22 foram testados também para a Invl, sendo que, apenas | paciente apresentou a Invl,
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representando uma freqii€ncia de cerca de 3% dos pacientes testados (fig. 10). Da mesma
forma, esse resultado esta dentro do observado em pesquisas de outros paises, sendo que

ndo existem dados publicados de sua freqii€ncia no Brasil.

Sem a Invl Com a Invl
M N N 1 Inthl 2 Inth2 3 Inthl 4 Inth2

1.3kb
0.9 kb

1.5kb

1 .0kb

Fig. 10. Produto da amplificacdo do Intron 1. Gel de agarose 1%. Canaleta M, marcador de peso
molecular; Intlhl representa a regido amplificada com os primers 9cR, 9F e Inth-2F; Int1h2, representa a
regido amplificada com os primers 9F, Int1h-2F e Inth-2R; Canaleta N representa o controle negativo das
reagOes. Canaletas 1 e 2 representam um individuo sem a Invl (paciente 1); Canaletas 3 e 4 representam um

paciente contendo a Invl (paciente 2).

Nos pacientes estudados no presente trabalho, a freqiéncia de inibidor nos
hemofilicos graves foi de aproximadamente 21%, dos quais 9% possuiam a Inv22 e
nenhum apresentava a Invl. Nio foi encontrada associagdo entre a presenca de inibidor e a
Inv22, P=0,3547 (Tabela 2). Esses resultados estio de acordo com os dados observados em

estudos realizados nas populagdes do Ird, Polonia e Argentina, P=0,6252 (Tabela 3), porém
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quando comparados juntamente com os dados obtidos de estudos das populagdes da Suécia
e Italia, a diferenca entre os hemofilicos contendo a Inv22 foi significativa (P=0,0019).
Nesses estudos com as populagdes da Suécia e da Italia, também ndo foi encontrada
associagdo entre a presen¢a da Inv22 e a produgdo de inibidor, porém esses dados de
frequéncia diferem significativamente de todas as outras populagdes apresentadas, quando
comparadas entre si. Um dos motivos pode ser o fato de se utilizarem FVIII recombinante
no tratamento dos pacientes estudados nesses dois paises.

Tabela 2. Freqiiéncia da presenca/auséncia da Inv22 e do Inibidor a-FVIII *.

Com Inv22 Sem Inv22 Total P
Com Inibidor /11 ( 9%) 5/17 (~30%) 6/28 (~21%)
Sem Inibidor 10/11 (91%) 12/17 (~70%) 22/28 (~79%)  0,3547
Total 11 17 28 (100%)

*Foram testadas 28 familias, 11 contendo a inversdo e 17 sem a inversio.

Tabela 3. Freqiiéncia da presenga/auséncia da Inv22 e do Inibidor a-FVIII em

diferentes populagdes.
Populagio @ Comalnv22Ze Comalnv22e Semalnv2Ze Semalnv22e P Referéncia
com Inibidor  sem Inibidor  com Inibidor  sem inibidor
Suécia 47% 53% 31% 69% 0,1394 ASTERMARK
etal., 2005
Italia 45% 55% 17% 83% 0,0655 TAGARIELLO
et al., 2000.
Argentina 28% 72% 20% 80% 0,6892 DE BRASI er
al., 2000.
Polénia 23% 77% 26% T4% 0,7857 SAWECKA et
al., 2005.
Ira 18% 82% 8% 92% 0,1639 LARletal,
2004.
Rio Grande do 9% 91% 30% 70% 0,3547 Presente trabalho
Sul
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No tinico paciente contendo a Invl ndo foi encontrada a presenga de inibidor contra
FVIIL Os resultados dos estudos realizados na Espanha, Republica Checa, Itdlia e india
mostram que ndo foi encontrada associag¢do entre a presenca de inibidor ¢ a Invl nos
hemofilicos graves. Além disso, esses dados quando comparados entre si, ndo diferem

estatisticamente, P=0,1858 (Tabela 4).

Tabela 4. Freqiiéncia da presenga/auséncia da Inv1 e do Inibidor a-FVIII em
diferentes populagdes.

Populagio Comalnvie Comalnvlie Semalnvie Semalnvle P Referéncia
com Inibidor  sem Inibidor  com Inibidor  sem inibidor
Italia 50% 50% 15% 85% 0,1347  ACQUILA et
al., 2003
Espanha 10% 90% 20% 80% 0,5000 TIZZANO et
al., 2003 e
2005.
BAGNALL et
al.,2002,
Republica 0% 100% 4% 96% 0,7879 HABART er
al., 2003,
Checa
India 0% 100% 5% 95% 0,8800 AHMED et
al., 2003.

A partir desses resultados entdo, pode-se concluir que a incidéncia de inibidor nos
hemofilicos graves estudados esta de acordd com o descrito para a populagdo brasileira
(~20%). A prevaléncia de inibidor em hemofilicos portadores da Inv22 (9%) foi menor,
mas ndo estatisticamente significativa, quando comparada a outras populagdes, ndo sendo

um fator de risco para o desenvolvimento de inibidor, pois a freqiiéncia de inibidor em

27



hemofilicos que ndo apresentam a inversdo foi cerca de 30%. Da mesma forma, a auséncia
de inibidor em hemofilicos graves com a Inv1, demonstra ndo ser um fator de risco para o
seu desenvolvimento, estando de acordo com os estudos € a média em outras populagdes
(5-30%). Esses resultados estdo de acordo com a proposta por ANTONARAKIS et al.
(1995), na qual inversdes ndo parecem ser um fator de predisposigdo principal para o
desenvolvimento de inibidor em hemofilicos graves.

A idade dos hemofilicos estudados, a freqiiéncia de exposi¢do ao fator VIII exogeno
e 0 baixo nimero de familias estudadas contendo a Inv22 podem ter influenciado nessa
menor tendéncia encontrada nos hemofilicos contendo a inversio (ASTERMARK et al.,

2005).

CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A técnica de S-PCR se mostrou eficiente na detecgdo da Inv22 na populagdo de
hemofilicos do tipo A severos, apresentando um diagnostico rapido na detecgdo dessa
inversio. Da mesma forma a amplificagdo da Invl se mostrou eficiente ¢ rapida na
detec¢do dessa mutagdo.

As freqii€ncias encontradas na amostra estudada quanto as duas inversdes foram de
36% para a Inv22 e 3% para a Invl, perfazendo um total de 39% dos hemofilicos graves
estudados.

Ndo for encontrada associagdo entre a Inv22 ¢ a produgdo de inibidor contra o
FVIIL

As perspectivas do trabalho sdo aumentar o nimero de pacientes hemofilicos

estudados e identificar as heterozigotas para a Inv22 e Inv1 para aconselhamento genético.
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