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Resumo




O vWF é uma glicoproteina multimérica, que tem uma funcgio essencial na adesio das
plaquetas ao subendotélio e como carreador do fator VIII da coagulagdo.

A doenga de von Willebrand de heranga autossdmica, resulta de uma deficiéncia
guantitativa ou qualitativa do vWF.

O gene do vWF possui 178 kb, contém 52 exons e estd localizado no brago curto do
cromossomo 12. O intron 40 do gene do vWF contém uma regifo de aproximadamente 670pb,
com um numero variavel de repeticbes em tandem (VNTRs), tipo (ATCT),, mostrando um

polimorfismo de comprimento.

Prevaléncia da vWD

O objetivo deste trabalho foi determinar a prevaléncia da vWD e a faixa de nonnalidade
da concentracio plasmatica de fator VIII e do cofator de ristocetina, numa populacio brasileira

constituida por 795 doadores de sangue do Hemocentro/Unicamp.

Este estudo demonstrou que a prevaléncia da vWD nesta populagfo brasileira, composta

por 795 doadores de sangue, do sexo masculino, foi de 1,63%.

A prevaléncia encontrada em nossa populagio foi muito superior a descrita nos centros
especializados de outros paises, mas semelhante ao descrito em outros dois estudos populacionais

realizados na Itdlia (0,57% a 1,15%) e EUA (1,3%).

Para o grupo geral, o fator VIII e o cofator de ristocetina mostraram uma média de 106%
e 84%, com um desvio padrio de 28% e 23% respectivamente. Diante desse resultado, a faixa
definida como normal a partir de 1,5 desvios padrGes, foi de 64% a 148% e 49,5% a 118,5%
respectivamente. Como houve diferenga nos pardmetros analisados em relagdo ao grupo
sangiiineo, os calculos também foram realizados com os individuos separados em grupo O e Néo
Q. De acordo com essa separa¢do, os valores definidos para o grupo O foram 62% a 138% e 48%
a 116% para o FVIII e cofator, respectivamente. No grupo Nao O, os valores definidos foram
70,4% a 155,5% ¢ 51,5% a 122,5%. Um outro calculo da variagdo da normalidade pode ser
definido como os valores compreendidos entre 2,5 ¢ 97,5 percentis, 0 que no nosso estudo ficou

praticamente semelhante ao obtido pelo calculo de 1,5 desvios padrSes. Como nossa amostra
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tinha uma distribuigdo normal esse calculo pode ser realizado sem corregdes, e considerando-se

um intervalo de confianga de 95%.

VNTR

O objetivo foi determinar a freqiiéncia alélica de 3 VNTRs no intron 40 do gene do vWF,
numa populagdio brasileira normal composta por 51 caucasoides, e em 25 portadores de vWD.
Determinamos também a freqiiéncia alélica dos 3 VNTRs em 8 familias com diagnostico de

vWD, para analise de informatividade.

A heterozigozidade observada (0,66; 0,66 € 0,86 para os VNTRs 1, 2 e 3) estavam de
acordo com a heterozigosidade esperada para a freqiéncia alélica (0,64, 0,70 e 0,81

respectivamente).

O alelo mais freqiiente para o VNTR-1 (7 repeti¢des ATCT) também foi o mais freqiiente
em todas as populages estudadas. Comparado aos dois outros estudos feitos em populagbes

brasileiras, detectou-se o alelo com 14 tepetigbes, que ainda ndo tinha sido descrito.

Como descrito na literatura, 0 VNTR-3, que ainda ndo tinha sido estudado na populagao
brasileira, também foi o mais informativo em nossa amostra, além de verificarmos um novo alelo,

caracterizado por 7 repetigdes.

Esses 3 VNTRs foram analisados em 8 familias afetadas com vWD tipos I e II. Um ou
mais desses marcadores foram informativos em sete casos. O VNTR-3 foi informativo em sete
familias (87.5% de informatividade), VNTR-2 em seis familias (75% de informatividade} ¢ o

VNTR-1 somente em quatro familias (50% de informatividade).
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Summary




VWF is a multimeric glycoprotein which has an essential adhesion function of the
platelets to the subendothelium and as a Factor VIII coagulation carrier.
Von Willebrand disease is an autossomic disease which results from a quantitative or gualitative
deficiency of vWF.
The vWF gene has 178kb, contains 52 exons and is located in the short arm of chromossome 12.
Intron 40 of the vWF gene contains a region of approximately 670pb, with a variable number of

tandem repeats (VNTRs) type (ATCT)n, showing a length polymorphism.

Prevalence of vWD

The aim of this study was to determine the prevalence of VWD and the normality range of the
plasmatic concentration of factor VI and of the ristocetine cofactor, in a Brazilian population
formed by 795 blood donors from the Hematology and Hemotherapy Center of the State
University of Campinas.

This study showed that the prevalence of vWD in this Brazilian population, composed by 795
blood donors, males, was 1.63%.

The prevalence found in our population was greater than that described in specialized centers of
other countries, but similar to that described in two other population studies performed in Italy
(0.57% to 1.15%) and EUA (1.3%).

For the general group, Factor VIII and the ristocetine cofactor showed a mean value of 106% and
84%, with a standard deviation of 28% and 23% respectively. In face of this result, the range
defined as normal using 1.5 standard deviations, was 64% to 148% and 49.5% to 118.5%
respectively. As there was a difference in the parameters analyzed in respect to the blood group,
the calculations were also performed with the individuals separated in group O and Not O.
According to this separation, the values defined for group O were 62% to 138% and 48% to
116% for FVIH and cofactor respectively. In group Not O, the values defined were 70.4% to
155.5% and 51.5% to 122.5%. Another calculation of the normality variation can be defined as
the values between 2.5 and 97.5 percentis, which in our studies was similar to that obtained by
the calculation of 1.5 standard deviations. As our sample had a normal distribution it was possible

to perform this calculation without corrections, and considering the CI= 95%.
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VNTR

The aim was to determine the allelic frequency of 3 VNTRs in intron 40 of the vWF gene, in a
normal Brazilian population composed by 51 Caucasoids, and in 25 vWD carriers. We also
determined the allelic frequency of 3 VNTRs in 8 families with a diagnosis of vWD, as an

informative analysis.

The heterozigosity observed (0.66; 0.66 and 0.86 for VNTRs 1,2 and 3) were in accordance with
the heterozigosity expected for the allelic frequency (0.64, 0.70 and 0.81 respectively).

The most frequent allele for VNTR-1 (7 repeats ATCT) was also the most frequent in all the
populations studied. Compared to the two other studies performed in Brazilian populations, it was
also the most informative in our sample, in addition to verifying a new allele characterized by 7
repeats.

These 3 VNTRs were analyzed in 8 families affected with vWD types I and IT. One or more of
these markers were informative in seven cases. VNTR-3 was informative in 7 families (87.5% of
informability), VNTR-2 in six families (75% of informability) andVNTR-1 in only four families
(50% of informability).




XXiv



Introducao

25



Aspectos Gerais da Hemostasia

Hemostasia € o conjunto de mecanismos utilizados pele organismo para manter o sangue

fluido no interior dos vasos, sem extravasamento, o que caracteriza a hemorragia, ¢ sem

solidificagdo, o que caracteriza a trombose. E pois um estado de equilibrio do organismo onde ndo

ha hemorragia ou trombose.

Basicamente, trés sisternas interagem para manutengéio da hemostasia normal: os vasos, as

plaquetas, os fatores de coagulagio e a fibrindlise, incluindo os inibidores naturais.

1.

Hemostasia Primaria- Inimeras plaquetas se acumulam no local onde houve lesio da
parede do vaso, aderindo-se ao colageno subendotelial exposto (adesdo plaquetaria),
agregando-se posteriormente (agregacdic plaquetiria). O coligeno e as primeiras
moléculas de trombina que se formam no local da lesdo estimulam a agregacio

plaquetaria.

A resposta secunddria envolve a coagulagfio sangiiinea, que compreende uma série de
reaches entre fatores inativos, presentes no plasma sob forma de pro-enzimas ou
zimégenos ¢ de cofatores, culminando com a formagfio do coagulo de fibrina. Estas
enzimas e cofatores podem exercer funcdes distintas; favorecendo, inibindo ou

modulando tal processo, resultando numa agfio equilibrada ¢ dindmica.

Lise de fibrina - A medida que o coagulo de fibrina aumenta, sio desencadeadas
reaghes para dissolver a fibrina e restringir o coagulo a area lesada da parede vascular.
A ativacdo da fibrindlise € normalmente uma resposta fisiolégica ao deposito de fibrina
in vivo. Este sistema ¢ constituido por um zimégeno (o plasminogénio), uma protease
ativa (plasmina), além de ativadores (ativador tecidual do plasminogénio, uroquinase &
calicreina plasmatica) e inibidores (inibidor do ativador do plasminogénio e

o-antiplasmina).
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Hemostasia Primaria

A vasoconstri¢io ap6s uma lesdo parece ser uma reagio intrinseca de pequenos vasos
sangiiineos, particularmente as pequenas arteriolas e os esfincteres precapilares. A vasoconstri¢do
ap6s a leso pode produzir uma grande reduggo ou estancar o fluxo sangiiineo, que sozinho pode

ser hemostatico em pequenos vasos (KWAAN HC et al., 1971).

Grandes quantidades de serotonina (5-Hidroxitriptamina) séio liberadas pelas plaquetas, na
fase da hemostasia primaria, tendo uma provavel importancia na vasoconstricdo local. Estudos
experimentais demonstraram que a infusio de serotonina diminui a fragilidade vascular e a

formagio espontinea de petéquias em animais trombocitopénicos (SHEPRO D, 1982).

O tromboxane A2 ¢ um perdxido lipidico que ¢ sintetizado ¢ liberado pelas plaquetas
ativadas ¢ induz @ contragio da musculatura lisa, efeito este que constitui um importante
mecanismo hemostatico (ELLIS EF et al.., 1976). Vérios outras substincias vasoconstritoras
podem ser liberadas ou geradas durante a formagio do coagulo de fibrina, como o fibrinopeptideo
B (COLMAN RW et al., 1967), a adrenalina e a noradrenalina (MILLS DCB, ROBERTS GC,
1967).

Por outro lado, alguns produtos da degradagdio do fibrinogénio inibem a contratibilidade
da musculatura lisa. A prostagiandina E2, a histamina (BAEZ S. 1969) e a prostaciclina atuam
como vasodilatadores. A trombina pode atuar de forma vasoconstritora (HAVER VM, NAMM
DH, 1984; YONCE LR ef al., 1977) ou vasodilatadora (JANSSENS WJ, VERHAEGHE RH,
1082).

O endotélio é um importante regulador da hemostasia ¢ fisiologicamente exerce um papel
anti-trombético, através de vérios mecanismos como a sintese ¢ liberagio de prostaciclinas,
produgio do fator de relaxamento do endotélio (EDRF), ligacdo e clivagem da trombina,
expressio do receptor trombomodulina e sintese do ativador tecidual do plasminogénio. Ao
mesmo tempo, as células endoteliais participam da ativagiio da coagulagdo, pela liberagio ou
expressio de substincias procoagulantes quando ocorre uma lesdo (GALDAL KSetal, 1983) cu

exposigio a endotoxinas, interleucina-1 ou fator de necrose tumoral. O endotélio € a maior fonte
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de subunidades de grande peso molecular de vWF (VWF), que § liberado pelas células endoteliais
apos exposigdo  fibrina (RIBES JA eral. ., 1987), uma lesfio, ou & administrag@io de vasopressina.

As células endoteliais possuem receptores de membrana para os fatores IX ¢ X
(HEIMARK RL, SCHWARTZ SM, 1983), facilitando a aproximacio destes com os fatores V
(ANNAMALAI AE ef al.., 1986) VIII, e o fator tissular secretado pelas células endoteliais,
constituindo “in situ” uma via de coagulagiio capaz de formar trombina na superficie do endotélio
(NAWROTH PP ef al., 1986). As células endoteliais também ligam grandes quantidades de
fibrinogénio, fibronectina (WITTE S., 1983) e trombina.

Em mamiferos, a maior fungfio das plaquetas é a hemostasia (MACFARLANE RG, ef al.,
1970), em que essas células desempenham um papel tanto mecnico quanto bioquimico. As
plaquetas circulantes normalmente nfio interagem com a superficie endotelial ou com outras
células sangiiineas, pelo fluxo sangiiineo laminar e concéntrico. Qualquer alteragio do fluxe ou da

parede endotelial pode desencadear uma ativagdo plaquetaria.

A adesfio plaquetaria ¢ definida como a unifio das plaquetas a superficies ndo plaquetarias
(MICHAELI D, ORLOFF KG, 1976). Em feridas experimentais, este processo ¢ o primeiro
evento detectivel apos a lesdo vascular (ADAMS GA, 1985). As plaquetas aderem principalmente
as fibras de colageno do subendotélio exposto, que servem como sitio de adesdo plaquetaria
(HUGUES J, MATHIEU P, 1970; JAMIESON GA, 1974), havendo um consumo de energia
(COPOBIANCO JO ef al.., 1981). Este processo € multifatorial (ANTTINEN H ef al.., 1979;
SHADLE PJ, BARONDES SH, 1984) e envolve receptores especificos em ambos; colageno e
plaqueta (KOTITE NJ, CUNNINGHAM LW, 1986) e o0 vWF (VWF).

As subumdades de alto peso molecular do vVWF sdo essenciais para a adesividade
plaquetaria, constituindo a ligagio inicial entre as plaquetas e o colageno subendotelial (Figura 1)
(BOCKENSTEDT P ez al.., 1986). Este fator é produzido e secretado pelas células endoteliais ¢
megacariocitos. O vWF liga-se a receptores de membrana plaquetaria, denominados glicoproteina

Ib e glicoproteina Ib-IMa.
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Figara 1: Diagrama Simplificade da Adesio Plaquetiria ao Coligeno. Qutras proteinas
adesivas além do vWF podem estar envolvidas. vWF — fator de von Willebrand, GP

IB- glicoproteina plaquetaria Ib.

A importancia da glicoproteina Ib para a adesividade plaquetéria fica evidente na Sindrome
de Bernard-Soulier (COLLER BS et al.., 1983), caracterizada pela deficiéncia dessa glicoproteina

e um quadro clinico de sangramenio cuténeo-mucoso.

O vWF também se liga a glicoproteina ITb-IIla em plaquetas trombina-ativadas (NOKES
TIC et al.., 1984), e portanto participa da agregagdo plaquetdria (FUIIMOTO T, HAWIGER J,
1982), particularmente guando a quantidade de fibrinogénio presente ¢ deficiente (HAWIGER J,
1986).

Vias da Coagulagio Sangiiinea

A coagulagio pode ser ativada por duas vias diferentes: pela via extrinseca, que € iniciada
pela liberagio de fator tecidual dos tecidos adjacentes a0 vaso lesado, ou pela via intrinseca, que
se inicia pela ligagio do fator XII a uma superficie ativadora, o colageno exposto do subendotélio.

Estas duas vias convergem em uma via comuum, apos a ativagio do fator X. Em ambas as vias -
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extrinseca ¢ intrinseca - uma série de protefnas plasmaticas, os fatores de coagulagio sangiinea,
em sua grande maioria formas inativas de enzimas proteoliticas, sdo convertidas em sua forma
ativa, ¢ desencadeiam as reagdes enzimaticas sucessivas, conhecidas como cascata da coagulagdo

(TUDDENHAM & COOPER, 1994), (Figura 2).

Via Intrinseca da Coagulacio

A Via Intrinseca se inicia quando o fator XU se liga a superficies carregadas negativamente
{via de ativagio por contato), como vidro, caulim, carbonato de bario, celite, asbestos, etc., i
vitro, sofrendo um rearranjo e ficando mais suscetivel & ativagiio pela calicreina (TANS &
ROSING, 1987). A calicreina cliva o fator XII em dois sitios, e esta presente na circulag¢io como
um zimégeno, a pré-calicreina, que por sua vez é clivada pelo fator XII ativado e convertida em
sua forma ativa, a calicreina. O inicio do processo ainda nfo é conhecido, ja que nfio se sabe se a
conversio da pré-calicreina em calicrefna é que ativa o fator XII, ou vice-versa. Uma vez gerado o
fator XII ativado, este cliva o fator XI, ativando-o. Esta reacdo ¢ facilitada pelo cininogénio de
alto peso molecular que se liga ao fator XII e promove sua ligago a superficies carregadas
negativamente (KURACHI & DAVIE, 1977). O fator XI ativado deixa a superficie a qual estava
ligado e ativa o fator IX. Nesta etapa forma-se um complexo trimolecular constituido pelo fator
VII ativado, apos seu desligamento do vWF, pelo fator X e o proprio fator IX ativado. Na
presenca de ions calcio e de uma superficie plaquetaria, o fator VIII ativado acelera a ativagdo do
fator X pelo fator IX ativado, sendo conhecido como complexo tenase. O fator X, portanto &
clivado pelo fator IX, resultando no fator X ativado. A forma ativada do fator V, o fator X
ativado e a protrombina (fator II) formam outro complexo, denominado protrombinase. O fator V
é clivado pela trombina ou pelo fator X ativado. Com esta clivagem o fator V agora ativado, se
liga a superficies de plaquetas ativadas acelerando a ativaglio da protrombina pelo fator X ativado,
originando portanto trombina. Nesta etapa hi também necessidade de ions cilcio livres. A
trombina participa da ativagiio dos fatores V, VIL, VI e XI (“feedback” positivo), para a rapida
formagdio de grandes quantidades da propria trombina (MANN & LORAND, 1993) que atua
sobre o fibrinogénio, liberando 4 pequenos fibrinopeptideos. Os mondmeros de fibrina gerados se

polimerizam formando a rede de fibrina que compde o coédgulo. Este coagulo € relativamente
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instavel e é convertido na sua forma estavel pela agio do fator XIIL O fator XIII circula na forma
de um precursor inativo, que passa a sua forma ativada quando é clivado pela trombina, O fator
XIII é a Unica proteina nfo-serina protease da coagulagdo, sendo classificada como uma
transamidase, que age formando ligagdes covalentes e~(y-glutamil) lisina entre dois mon6meros de
fibrina, garantindo a estabilizagio do coadgulo. Esse mesmo fator promove a ligacdo de proteinas
plasméticas como fibronectina e c.2-antiplasmina as cadeias de fibrina, resultando na incorporagdo

das mesmas ao coagulo (LORAND et al.., 1993).

Via Extrinseca da Coagulacio

A Via Extrinseca da coagulagio leva somente alguns segundos para produzir o coagulo, ao
contrario da via intrinseca, que leva alguns minutos. Por ser acionada a partir de um componente
externo ao sangue, ¢ chamada portanto de Via Extrinseca. O fator responsavel pelo inicio da Via
Extrinseca ¢ o fator tecidual, uma apoproteina integrada a superficie das membranas de diferentes
tipos celulares, e particularmente evidente nas celulas subendoteliais da parede vascular, cérebro e
placenta (TUDDENHHAM & COOPER, 1994). O fator tecidual, na coagulagdo, ¢ totalmente
ativo pa sua forma nativa, nio necessitando de modificagdes para seu papel de cofator. Isto
somente & possivel j4 que em condigdes normais ele ndo esta exposto na circulagdo. O
rompimento da parede vascular permite que o fator VII presente no plasma se ligue aos sitios do
fator tecidual, originando o complexo fator VIV/fator tecidual. Observa-se também a formagdo de
um complexo entre o fator VII ativado e o fator tecidual, que circula no sangue em menor
proporgio, e este complexo cliva o fator X da mesma forma que é clivado no complexo tenase. O
fator X ativado gerado a partir desta via é responsavel pela ativagdo do fator VII complexado com
o fator tecidual amplificando a resposta do organismo aos danos do sistema vascular (RAO ¢
RAPAPORT, 1988). O complexo fator VII ativado/fator tecidual ativa o fator IX que quando
ativado, age no complexo tenase, na via intrinseca. O fator X ativado interage com o fator V
ativado no complexo protrombinase que é responsével pela formagdo de trombina e polimeriza¢io

dos mondmeros de fibrina.
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VIA EXTRINSECA
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Figura 2: Vias Intrinseca e Extrinseca da Coagulacdo Sangiiinea. A ativagdo da via
extrinseca da coagulagfo ocorre apos dano vascular e exposicdo do fator tecidual ao
sangue. A via intrinseca se inicia a partir da ativacio do fator XII e também pode ser
iniciada quando a trombina gerada, levando & ativagdo do fator XI. As duas vias
convergem na ativacdo do fator X. Os fatores ativados s3o indicados pela letra “a”
(XIa, Xa, IXa, etc.) e FL sdo fosfolipidios. Retirado de DAVIE et al. ., 1991.
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Mecanismos Reguladores da Coagulacio

A coagulagiio sangiiinea, em condigBes normais, ¢ regulada por varios mecanismos
naturais de anticoagulagio para a manutengdio da hemostasia e integridade do sistema vascular. A
presenca de moléculas regulatérias € essencial para a manutengao da estabilidade da coagulacgio,
que ¢ controlada por diferentes inibidores das proteases que atuam no processo de coagulagéo. Os
iibidores dessas proteases podem ser divididos em dois grupos principais: as serpinas e as kuninas
(SALVESEN & PIZZO, 1994), tendo como seus principais representantes a antitrombina e o
inibidor do fator tecidual (TFPI), respectivamente. Um terceiro mecanismo de anticoagulagio éa
Via da Proteina C Anticoagulante. A importincia dessas moléculas reguladoras € evidenciada pela
tendéncia ao desenvolvimento de tromboses, quando de sua deficiéncia (TUDDENHAM &
COOPER, 1994).

Outros inibidores plasmaticos de proteases como o cofator II da heparina, a2 al-
antiplasmina, a «2-antiplasmina, o inibidor do ativador do plasminogénio 1, o inativador de Cl e 0
inibidor da proteina C ativada tém papel significativo na regulagdo da coagulagio sanghinea.

-----

.....

VII ativado/fator tecidual.

A serpina mais importante que atua na coagulagdo € a antitrombina. Esta proteina forma
um complexo estequiométrico com a trombina (fator Ia) e também com outras enzimas ativas da
coagulagio (fatores Xla, IXa, Xa ¢ o complexo fator VHa/fator tecidual). Uma vez formados,
esses complexos sio estaveis e totalmente inativos, sendo removidos da circulagiio. A taxa de
formacdo desses complexos é substancialmente aumentada pela heparina mucopolissacaridica
sulfatada. Umna regifio especifica da antitrombina se liga a um dominio da heparina resultando em
modificages conformacionais que aumentam a interagdo da antitrombina com as proteases alvo.
A heparina se liga tanto & trombina quanto i antitrombina e deve ser importante para a
aproximagio da protease com a serpina (TUDDENHAM & COOPER, 1994).
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A formagiio de trombina também tem um papel importante na anticoagulagio ja que esta
participa da Via Anticoagulante da Proteina C. Nesta etapa € necessiria a presenca de um
receptor, a trombomodulina, que ¢ expresso na superficie das células endoteliais ¢ tem alta
afinidade pela trombina (ESMON, 1987b; ESMON & OWEN, 1981). Quando a trombina se liga a
esse receptor, sua atividade procoagulante ¢ perdida e ac mesmo tempo, esse complexo trombina-
trombomodulina ativa a anticoagulagio através da ativagio do zimdgeno da proteina C em uma
potente serina protease anticoagulante, a proteina C ativada, com especificidade pelos fatores V e
VIII ativados, dando inicio a Via Anticoagulante da Proteina C (ESMON & OWEN, 1981;
ESMON & ESMON, 1984).

A proteina C ativada é uma serina protease vitamina K-dependente que exerce sua
atividade anticoagulante na presenca de fons calcio e fosfolipideos carregados negativamente, para
entdo degradar proteoliticamente os fatores pro-coagulantes V ativados (KISIEL et al.., 1977) e
VII ativado (VEHAR & DAVIE, 1980). Além disso, essa enzima estimula a fibrinolise,
provavelmente tanto pela diminuigio da atividade do inibidor do ativador do plasminogénio
(produzido pelas plaquetas), quanto pela redugio nos niveis de formag&o de trombina (COMP &
ESMON, 1981).

Notou-se que a atividade anticoagulante e pré-fibrinolitica da proteina C podia ser
aumentada na presenga de uma outra proteina vitamina K-dependente: a proteina S (WALKER,
1980; GARDINER et al.., 1984; WALKER ef al.., 1987, DE FOUW, et al.., 1986). Da mesma
forma que a proteina C, esta proteina ¢ um importante inibidor da coagulagio, exercendo seu

papel tanto como cofator da proteina C como com uma atividade direta sobre o fator V ativado.
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Fator de von Willebrand

Estrutura e funcio do fator de von Willebrand

O vWF atua na hemostasia priméaria formando uma ponte entre as plaquetas ¢ as estruturas

subendoteliais vasculares. Na hemostasia secundaria, atua como proteina carreadora do fator VIII

coagulante.

O vWF é uma glicoproteina multimérica, sintetizada pelas células endoteliais e
megacariocitos (Jaffe ef al. 1973, Nachman et al. 1977). Ele circula sob a forma de varios
multimeros de tamanho crescente, e 0 maior deles tem peso molecular estimado em cerca de 20 x
10° Da (Titani ef al. 1986). Protdmeros de aproximadamente 2 x 10° Da constituem os
multimeros, € cada protémero € constituido por duas subunidades monomericas idénticas de 22 x
10° Da. A repetigio da estnrtura € importante porque proporciona grande nimero de sitios de
ligacdo, entre 0 vWF e as plaquetas, ¢ entre as plaquetas e o colégeno do subendotélio vascular.
Os maiores multimeros do vWF estdio presentes nas plaquetas e células endoteliais e em virtude do

seu tamanho e da maior quantidade de sitios de ligacfio, sfo funcionalmente mais ativos.

O produto primario de sintese do vWF € um polipeptidec denominado pré-pro-vWE. Logo
apds sua sintese, ocorre a dimerizagio destes mondmeros polipeptidicos, através de pomntes
dissutfidicas formadas entre os residuos de cisteina na por¢éao C-terminal. Simultaneamente, ocorre
a glicosilacdo pela adigio de carboidratos ricos em manose a por¢do N-terminal. Posteriormente,
as formas ricas em manose multimerizam-se, conhecido como antigeno IT de von Willebrand. Este
antigeno € essencial para que os dimeros polimerizem-se constituindo os grandes multimeros. A
interrupgiio da polimerizagdo € atribuida a clivagem da porgfo terminal do pro-peptideo, antes que
um novo dimero seja adicionado. Este tipo de interrupgdo de polimeriza¢do “ao acaso”, poderia

explicar a enorme varia¢io no tamanho dos multimeros formados.

A regulacdio fisioldgica da secregio do vWF, depende da manutengio de um nivel basal
para ligagdo ao fator VIII, e de uma resposta a injuria vascular, com a liberagio de multimeros de

alto peso molecular nos locais de ligagdo entre as plaquetas e o colageno subendotelial.
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O vWF circula no plasma numa concentragio de aproximadamente 10 ug mL?, ou 50-200

U dL" quando comparado a um plasma de referéncia normal (Kelly ez al. 1985).

Um fragmento de 116 kDa, localizado na posigio 449-728, & responsivel pela agregacgio
plaquetaria induzida pela ristocetina, e possui o sitio de ligacdio com a glicoproteina de membrana
plaquetéria Ib (Mohri ef a/. 1989). Este segmento contém 2 pontes dissulfidicas internas, Cys 471-
474 e Cys 509-695. Um loop na posi¢io 187, relacionado ao dominio Al, é critico para a
formagdio do sitio de ligagio com a glicoproteina Ib. Mutagdes nessa regido sio responsaveis por

fatores hiperreativos, enconirados na vWD tipo IIB.

Inicialmente ocorre a ligagio do VWF ao colageno subendotelial, seguida da ligacdo a
glicoproteina plaquetaria Ib. Como esta reagdo ndo ocorre na circulagio sangiiinea, acredita-se
que a ligagdo com o colageno induz alteragdes conformacionais na molécula do vWF, para que o
mesmo se ligue a glicoproteina Ib. O antibidtico ristocetina promove essas mudangas
conformacionais na molécula, induzindo a aglutinagiio plaquetéaria em solugdo, podendo ser
utilizado como método laboratorial de auxilic no diagnostico da vWD. O tamanho dos multimeros
¢ um fator importante na adesdo plaquetaria, sendo necessaria a presenga de multimeros de alto

peso molecular.

O vWF também se liga & glicoproteina ITb/ITfa, um receptor de membrana plaquetéria
exXposto apos a ativagho da plaqueta. A propria ligagio do vWF A glicoproteina Ib pode ativar a
plaqueta, com exposi¢do da glicoproteina IIb/ ITa, resultando numa ligagdo com uma maior
quantidade de moléculas do vWF e de outras proteinas de aderéncia e, por fim, na agregagio
plaquetaria. O vWF presente dentro da plaqueta também ¢ secretado ¢ liga-se principalmente a
glicoproteina de superficie IIb/llla. O sitio de ligagio com a glicoproteina Ib/llla é um
tetrapeptideo encontrado na posigdo 1744-1747 (Weiss ef al. 1987, Fressinaud ez al. 1986).

Resultados de varios estudos in vitro (GRALNICK HR et al., 1985; RUGGERI N,
ZIMMERMAN TS, 1985, SHADLE PJ, BARONDES SH, 1984) tem confirmado que, durante a
adesdo ao coldgeno, o vWF, mais particularmente a subunidade dimérica de 440.000 Daltons,
primeiro se liga a0 NH, terminal 670 da GP Ib plaquetaria (HANDA M ef al.., 1986; KOA KT et
al..,1979), e subseqiientemente ao sitio de ativagio plaquetaria GP TIb-Illa (PIETU G et al. .,
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1987). O vWF que é secretado pelas plaquetas liga-se preferencialmente ao sitio da GP IIb-Ia
(PARKER RI, GRALNICK HR, 1986). A adesdo ao cblaigeno ndo requer a presenga de Ca®", mas
depende de uma sintese normal de prostaglandina (COWAN DH, 1981; DIMINNO G et
al..,1984), ¢ pode envolver preferencialmente grandes multimeros de vWF (SANTORO AS,
1983).

O vWF liga-se ao fator VI de forma ndo covalente, e essa ligagdo € essencial para a
sobrevida plasmatica do fator VIIL. A proporgdo de ligagdo é de 15 moléculas de vWF para de
fator VIII. O sitio de ligagdo com o fator VIII estd localizado na porgao N-terminal do vWF, entre
os residuos Thr 28-Thr 96. A presenca do pro-polipeptideo do vWF e de pontes dissulfidicas ¢
indispensavel para a formagdo desse stio de ligagdo com o fator VI Niveis reduzidos, ou um
sitio de ligagdo andmalo na molécula do vWF, acarretam a depuragdo rapida e concentragao
plasmatica diminuida do fator VIII, nos pacientes com a vWD. Em geral, a reducdo do nivel do
fator VIII é proporcional a redugdo do vWF nos pacientes com a forma classica da doenca,
porém, se houver um sitio de ligagdo andmalo, o fator VIII apresentard niveis mais reduzidos ¢ ¢
diagnostico inclusive pode ser confundido com hemofilia A (Foster ef al. 1987b, Leyte et al.
1991b).

Caracterizaciio molecular do fator de von Willebrand

O ¢cDNA do vWF compreende 8794 pb, e um mRNA de 8825 pb. Uma porgdo de 8439 pb
codifica a sintese de uma sequéncia de 2813 aminoacidos, que compreende um peptideo
sinalizador de 22 aminoacidos, seguido por um pro-peptideo de 741 aminoacidos (que
corresponde ao antigeno II) e uma seqiiéncia de 2050 aminoacidos. Em adigfo, ha uma regido 5° e

3” pio transcrita, de 250 e 136 pb, respectivamente, totalizando os 8325 pb.

O gene do vWF possui 178 kb e compreende 52 exons e 51 introns, sendo portanto o mats

complexo gene relacionado a uma proteina de coagulagio (Mancuso ef al. 1989).

Um niimero significativo de repeticdes Alu estdo presentes no gene, e sao potencialmente

importantes para o estudo de mutagBes, uma vez que essas repeti¢es foram freqientemente
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implicadas em eventos de recombinagdo ilegitimos, levando a duplicag@es ou delegSes (Assouiine

et al. 1988).

Somente 6 dinucleotideos Cpg foram identificados numa seqiiéncia de 1100 pb a montante
do gene, incluindo o exon 1, sendo uma freqiiéncia muito baixa e em contraste com o restante do

gene. Portanto, a metilagdo parece ndo ter nenhum papel na regulagio do gene.

Aproximadamente, 20 RFLPs bialélicos foram detectados no gene do vWF, com a
utilizagio de 6 enzimas de restrigio. Contudo, um problema potencial é a hibridizagio cruzada

com a seqiiéneia homdloga do vWF no cromossomo 22.

O gene do vWF esté localizado no cromossomo 12, locus 12p12 (Ginsburg et al. 1985).
Uma cdpia correspondente aos exons 23-34 do gene do vWF esta presente no cromossomo 22,
apesar de haver uma divergéncia de 3,1% na seqiiéncia de nucleotideos (Mancuso et al. 1991).
Como essa seqiiéncia contém um nimero de sitios de jungfio, “frameshifts” e mutagdes nonsense,

parece corresponder a um pseudogene, (Figura 3).
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Figura 3: Esquema do Gene do Fator de von Willebrand, ¢cDNA, e Dominio Estrutural da
Proteina. Retirado de Ginsburg D., Bowie EJW. Molecular genetics of von
Willebrand Disease. Blood 79:2507-2519, 1992,
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Namero Varidvel de Repeticdes em Tandem (VNTR)

Quatro repeti¢des de nucleotideos em numero varidvel (VNTR) foram encontrados no
intron 40 do gene. Esses VNTRs sdo altamente informativos, exibindo 66 e 77% de
heterozigosidade, e como podem ser detectados pela técnica de reagdio em cadeia da polimerase
(PCR), sdo muito titeis para o estudo de segrega¢do da doenga (Casafia ef al. 1995, Gaucher ef al.
1992),

O DNA repetitivo consiste de familias de seqiéncias que, embora nio sejam
necessariamente iguais, s3o bastante relacionadas. Os membros de uma determinada familia sdo
seqiiéncias nucleotidicas geralmente curtas e suficientemente similares para, renaturarem umas
com as outras. As diferengas entre membros individuais sdo o resultado de substitui¢Ses, insergdes
e deleciies que acontecem com freqiiéncia relativamente elevada, facilitada pela ocorréncia de
crossing-over desigual. A proporgdo de ocorréncia de tais modificagdes € que estabelece ¢ nivel
de “parentesco” entre essas seqiléncias, posicionando-as dentro de familias especificas. Todos os
eucariotos superiores possuem DNA repetitivo em abundéncia, havendo uma tendéncia ao longo
da escala evolutiva, de aumento de sua proporgio com o aumento do tamanho do genoma.

No genoma humano, aproximadamente 30% é constituido por seqii€ncias repetidas pelo
menos 20 vezes, entre elas as seqiiéncias Alu, os elementos genéticos moveis, ¢ os DNAs satélites.

Os DNAs satélites sio seqiiéncias altamente repetitivas que apresentam densidades de
flutuagdo distintas, podendo ser isoladas do restante do DNA por ultracentrifugacio, como bandas
satélites. Essas seqiiéncias tém uma participago no processo de alinhamento dos cromossomos,

durante a divisdo celular.

Os microssatélites constituem repeti¢des de no maximo 6 bases, e devido a alta taxa de
mutacio parecem ter um papel importante na evolugio. O genoma humano contém
aproximadamente 100.000 microssatélites, e 10% destes estdo localizados no gene. Muitos dos
microssatélites estio localizados dentro ou proximos a genes envoividos na regulacdo de
processos celulares essenciais. Uma variagdo no comprimento desse microssatélites pode ocorrer
na fase inicial do desenvolvimento de uma neoplasia. Ainda pelo fato desses microssatélites
variarem de um individuo para outro, podem ser utilizados nos testes de paternidade ¢ em
processos criminais. Também tem sido descritas doencas associadas com alterages nos nameros

de repeti¢des de trinucleotideos, a maioria relacionada a doengas neurologicas, e mais da metade
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envolvendo a codificagio de glutaminas. Qutras estiio tio proximas do gene envolvido na doenga,
que altera?ées dos microssatélites provavelmente podem afetar sua funggo.

Uma substancial variagio alélica no mimero de unidades Tepetitivas ocorre por um
crossing-over desigual ou por uma “escorregada” na replicagio (Jeffreys AJ er al., 1998). Essas
mutagbes sGo esporddicas, € podem envolver o ganho ou perda de um mimero substancial de
unidades repetitivas.

Em 1989, Mancuso DJ et al. descreveram toda a estrutura do gene do vWF humano e
encontraram no intron 40 uma regifio com um nimero varidvel de repeticbes em fandem
(VNTRs), tipo (TCTA),, caracterizando um polimorfismo de comprimento.

Posteriormente, essas repeti¢des do ATCT (VNTRI1) foram empregadas no estudo da
segregacio da doenca e para o diagnéstico pré-natal da vWD Tipo III (Peake IR ef al., 1990;
Standen GR ef al., 1990).

Posteriormente duas novas regibes de repeticdes no intron 40 foram descritas, e
designadas de VNTR2 (Ploos van Amstel HK and Reitsma PH, 1990) ¢ VNTR3 (Kimpton C ef

al., 1992), respectivamente.

MutagGes espontineas resultando em alelos de tamanhos diferentes foram encontradas,
caracterizadas por acréscimo ou decréscimo no nimero de repeticdes, em estudos familiares
(Eikenboom JCJ et al.; 1993;, Casafia P. et al.,, 1995; Haddad AP et al.,, 1997).

Estas observagbes enfatizaram a possibilidade de erro em estudos familiares, diagnostico
pré-naial, estudo forense e teste de paternidade, devido & instabilidade dos VNTRs. Portanto, &
altamente aconselhével a anilise de polimorfismos diferentes, quando um novo alelo é identificado
em um individuo.

A analise dos 3 VNTRs em individuos normais e em pacientes com vWD, demonstrou que
esses 3 marcadores, especialmente 0 VNTR-3, constituem um rapido e confiavel método para
estudo de segregagio da doenga nas familias estudadas (Casaita P et al., 1995).

Na populagfo brasileira alguns desses VNTRs ja foram avaliados. Em 1994, Pena et al,,,
estudaram os VNTRs 1 e 2, mas utilizando como base de repeticdes 0 GATA (CTAT) e ndo o
ATCT. Encontrou 7 alelos para 0 VNTRI1 e 8 alelos para 0 VNTR2,
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Zago MLA. et al. (1996) avaliou a frequéncia do VNTR 1 em 4 grupos étnicos da
populagio brasileira, e verificou a presenca de 8 alelos, com nimero de repeti¢cdes de TCTA
variando de 5 a 12.

Pelo exposto anteriormente, um importante ponto a se notar € a identidade da unidade
repetitiva. Ela foi referida como ATCT (Peake ef al., 1990; Standen ef al., 1990; Mercier et al.,
1991; Gaucher et al., 1992); TCTA (Cumming ef al., 1992; Ploos van Amstel & Reitsma, 1990,
Eikenboom et al., 1993) ou CTAT (Pena et al., 1994). De acordo com a unidade repetitiva
empregada para caracteriza¢do do alelo, o mesmo tamanho de fragmento pode ter 7 repetigdes
ATCT, 6 repeti¢des TCTA ou 6 repetigdes CTAT, quando obtido pela reagéo de PCR para o
VNTR-1, utilizando-se o par de primers descrito por Cumming ez al. (1992). A figura a seguir
demonstra esquematicamente o que foi explicado anteriormente. Portanto, a padronizagdo da
unidade que se repete é necessaria, quando da comparacio do numero de alelos entre os diversos

estudos populacionais (Figura 4).

Regido parcial do intron 40 do vWF humano, descrito por Mancuso DJ, 1989. Notam-se 7
repeticdes - 6 repetigdes - e 6 repeticdes @8 cn um mesmo tamanho de

fragmento.
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Figura 4. Anilise a partir da Unidade Repetitiva, da Seqiiéncia de Bases do VNTR-1,

localizada no intron 40.
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A seguir, apresentamos um resumo dos resultados encontrados pelos diversos autores, de

acordo com a unidade repetitiva empregada, no estudo dos VNTRs do intron 40 do vWF.

Unidade repetitiva: ATCT
VNTR-1
Peake et al., 1990 — Encontrou os alelos com 6, 7, 8, 10, 11, 12, 13, e 14 repetigBes
Nio encontrou o alelo com 9 repetigdes
Standen ef al., 1990 — Encontrou os alelos com 6, 7, 8, 10, 11, 12, 13, ¢ 14 repetigdes
Nio encontrou o alelo com 9 repetigdes
Mercier et al., 1991 — Amplificou toda a regifo que compreende o intron 40 do vWF, apds, fez
uma
digestdo
Gaucher ef al., 1992 — Encontrou os alelos com 6, 7, 8, 10, 11, 12, 13, e 14 repetigdes
Nio encontrou o alelo com 9 repetigdes
Casafia P et al., 1995 — Encontrou os alelos com 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, e 13 repetigGes
Haddad AP et al., 1997— Encontrou os alelos com 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 e 15 repeti¢des
Haddad AP et al., 1997— Detectou uma mudanga: alelo paterno 12 do VNTR-1 mutado p/ alelo

13 no filho
VNTR-2
Casafia P et al., 1995 —> Detectou uma mudanca: alelo paterno 2 do VNTR-2 mutado para
alelo 3 no filho.

Casafia P etal., 1995 — Encontrou 7 alelos, mas no referiu o niimero de repeti¢des de cada

alelo.

VNTR-3
Casafia P et al., 1995 —> Encontrou 7 alelos, mas ndo referiu o mimero de repetigGes de cada

alelo.
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Unidade repetitiva: TCTA

VNTR-1

Eikenboom ef al., 1993 - Estudo familiar, analisando os VNTR-1 ¢ 2 do intron 40.
Zago et al., 1996 — Encontrou os alelos com 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, € 12 repetictes.
VNTR-2

Ploos et al., 1990 —> Encontrou 6 alelos, com niimero de repeti¢Ses de © a 14.

Eikenboom e al., 1993 — Fez um estudo familiar, utilizando os VNTRs 1 ¢ 2. Encontrou uma
muitagdo com acréscimo de uma repetigio do alelo paterno para o
alelo da filha, no VNTR-2.

VNTR-3
Kimpton C et al., 1992 — Encontrou 7 alelos, com mimero de repetigbes de 9 a 15.

KhatibHeral,1997 — Encontrou 9 alelos, com numero de repetigies  de
7,9,10,11,12,13,14,15,¢,16.

Unidade repetitiva: CTAT
VNTR-1

Penaeral, 1994 — Encontrou 6 alelos com ntimero de 6, 7, 8, 10, 11, 12, e 13 repeti¢des
CTAT.

VNTR-2
Penaeral, 1994 — Encontrou 7 alelos, mas ndo identificou com precisdo o namero de

repeti¢Ges, pois néo realizou o seqiienciamento das amostras.




Doenca de von Willebrand

Pela primeira vez descrita por Erik Adolf von Willebrand, um professor Finlandés de
Helsinque (Helsingfors) em 1926 (WILLEBRAND E A von, 1926), a doenga caracterizava-se por
uma histéria de episodios de sangramento severo em muitos membros de uma familia proveniente

da ilha de Foglo, Aland, Golfo da Bosnia. Nesta familia, varios membros morreram de

sangramentos incontrolaveis (Springer - Verlag et al.., 1996). (Figura 5)
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Figura 5. Arvore Genealogica da Familia das Tlhas de Aland, Originalmente Descrita por
von Willebrand (WILLEBRAND E A von, 1926). Membros da familia com simbolo
preenchido - severos sinfomas de sangramento. Membros da familia com meio simbolo
preenchido - moderados sintomas de sangramento. Membros da familia com o simbolo

+ significa que morreram devido 4 hemorragia.

Von Willebrand descreveu a doenga como uma ‘“Pseudchemofilia Hereditaria”
caracterizada por um defeito combinado; vascular e plaquetario, sendo transmitida por heranca
autossdmica, Na revisio da literatura, von Willebrand verificou que j& em 1876, Kehrer RA havia
descrito pacientes com o diagnostico de “hemofilia feminina”, claramente diferenciada da hemofilia

classica e outras doencas hemorrigicas. Em 1933, como resultado da cooperagdo entre von
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Willebrand ¢ o hematologista alemdo Jirgens, & desordem hereditaria com alta penetrancia ¢
expressdo variavel foi atribuido o nome de Trombopatia de Willebrand-Jirgens (WILLEBRAND
E A von, JURGENS R, 1933). Todavia, o nome vWD ¢ o mais comumente usado na literatura

inglesa.

Um inesperado aumento do FVIII plasmatico foi observado no plasma de pacientes com
vWD, cada vez que esses pacientes eram transfundidos com plasma de pacientes com Hemofilia
A, mas ndo vice-versa (CORNU P, LARRIEU MJ, CAEN J, BERNARD J, 1963). Este fendbmeno
paradoxal indicou a postula¢io de fator de corre¢io do tempo de sangramento que era claramente
diferente do FVIIL. Q novo fator, agora chamado de vWF foi também muitas vezes referido como
um mondmero-FVII antigeno. A caracterizagio bioquimica e imunoldgica tem mostrado que o
vWF e FVIII, embora ligados ndo covalentemente no plasma, sdo o produto de genes localizados
em cromossomos separados € que suas deficiéncias ou anormalidades resultam em desordens

sangiiineas distintas (ZIMMERMAN TS, RATNOFF OD, POWELL AE, 1971).

A vWD resulta de defeitos quantitativos ou qualitativos do vWF. Como as fungdes do
vWF na hemostasia priméria ¢ secundéria estdo associadas a dominios funcionais particulares, que

podem independentemente serem alterados por mutagBes de ponto, varios fendtipos da vWD

foram identificados at€¢ o momento (SPRINGER-VERLAG, 1996).

A YWD ¢ o mais comum dos disturbios hemorragicos hereditérios, com prevaléncias
descritas de 0,8 a 2% na populagio geral. (Rodeghiero, F; Castaman, G, Enrico, D. ef al.. 1987,
Werner-EJ; Broxson-EH, Tucker-EL e? ai., 1993)

As manifestagdes hemorragicas na maioria dos pacientes com a vWD estdo relacionados
com a anormalidade na hemostasia primaria, caracterizando-se por sangramento cutineo-mucoso.
Muitas vezes, os pacientes sdo diagnosticados devido a sangramento prolongado apos
traumatismo ou apos procedimentos cirargicos. Os pacientes com o tipo JII sdo afetados mais
gravemente, devido & redugo significativa dos niveis do fator VIIL. A historia familiar geralmente
¢ positiva nos pacientes homozigotos, porém pode ser negativa nos heterozigotos; e as
anormalidades nos pais podem ser detectaveis apenas por estudos genéticos. A freqiiéncia dos

pacientes gravemente afetados ¢ estimada de 1 em um milhdo.
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A gravidade do sangramento pode ser varidvel em cada familia e varios estudos tém
demonstrado que esta ndio se correlaciona necessariamente com o grau da anormalidade nos
pardmetros laboratoriais, como o tempo de sangramento, a atividade do cofator de ristocetina, a
concentragdo do antigeno do VWF e do fator VIII, a menos que eles estejam acentuadamente
alterados. Inameros fatores podem influir nessa expressdo varidvel e incluem idade, grupo
sangiiineo, niveis de estrogeno e gestagdo, estimulos adrenérgicos inflamacdo (Ogston et
al.1983). Pessoas normais do grupo sangiiineo O tém niveis 25% menores do VWF, do que os
individuos dos grupos sangiiineos A, B ou AB. Idade crescente, niveis elevados de estrogeno,
gestagdo, estados inflamatorios, exercicios fisicos e estimulos adrenérgicos aumentam a

concentragio do vWF.

Classificacio dos subtipos da doenga de von Willebrand

A evolugiio do conhecimento sobre os mecanismos fisiopatologicos da vWD resultou na
recente reformulaciio do conceito de classificacdo da doenga, e em 1994 o Subcomité da
Sociedade Internacional de Hemostasia € Trombose (ISTH) introduziu uma classificagao revisada
da vWD, apresentada na Tabela 1 (Sadler, J.E. 1994).

Esta nova classificagdo define 2 vWD como um disturbio hemorréagico causado por
mutacdes no locus génico do VWF, e reflete diferengas no mecanismo fistopaiologico que resuita
em fendtipos distintos. (Sadler, J. E.; Gralnick, J. R. 1994) / (Sadler, J. E.; Matsushita, T.; Dong,
Z. et al.. 1995)

Desta forma, defeitos quantitativos sdo divididos em deficiéncia parcial (vWD tipo 1) e
virtualmente completa (VWD tipo 3) do fator. Defeitos qualitativos (VWD tipo 2) sdo divididos em
4 subcategorias (2ZA, 2B, 2M, e 2N) de acordo com o mecanismo pelo qual a fungdo do vWF €

alterada, a saber:

2A - Refere-se a variantes qualitativas com decréscimo da fungdo dependente das

plaquetas, que estio associadas a auséncia de multimeros de alto peso molecular do vWE,
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2B - Refere-se a todas as variantes qualitativas com aumento da afinidade pela

glicoproteina Ib plaquetaria;

2M - Refere-se a variantes qualitativas com decréscimo da fungdio plaqueta-dependente,

mas que ndo sao causadas pela auséncia dos multimeros de alto peso molecular.

2N - Refere-se a todas as variantes qualitativas de vWF com afinidade diminuida pelo fator
VHI da coagulacdo.

Topdnimos podem ser adicionados para identificar familias individualizadas (por exemplo:
“vWD tipo 2A Miami™). Heterozigose composta é indicada por dupla classificagio, separadas por
uma barra (por exemplo: “vWD 1/ 2N™). Quando o defeito molecular é conhecido, pode ser
adicionado 3 classificagdo fenotipica para uma descrigiio completa (por exemplo: “vWD tipo 2M
Vicenza R1308C™). Distirbios correlatos, tais como vWD do tipo plaquetario ou pseudo-vWD,
que ndo séo decorrentes de defeitos no gene do vWF, s@o genericamente designados “pseudo-
vWD?. Quadros néo herdados que mimetizam a vWD sdo referidos como “Sindrome de von
Willebrand Adquirida”.

A nova nomenclatura possibilita a discussio de como mutagdes no gene do vWF resultam
em determinadas alteragBes em sua fungdo bioldgica, e facilita a classificagio da vWD na medida
em que elimina a confusio do sistema previamente adotado, que fora introduzido quando a

necessidade de padronizar a nomenclatura das formas variantes do vWF ainda nfio existia.
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Classificacao da Deenca de von Willebrand

. Toda vWD ¢ causada por mutagdes no locus génico do viWF

. vWD tipo 1: deficiéncia quantitativa parcial do vWF

vWD tipo 2: deficiéncia qualitativa do vWF

vWD tipo 3: deficiéncia virtualmente completa do vWF

. Tipo 2A: Variantes qualitativas com diminui¢io da fungdo dependente das plaqueta,

que estdo associadas a auséncia de grandes multimeros do vWF

Tipo 2B: Variantes qualitativas com afinidade aumentada pela glicoproteina Ib

plaquetaria

. Tipo 2M: Variantes qualitativas com diminmui¢c3o de fungZo dependente de plaqueta,

mas que nio sdo causadas pela auséneia dos grandes multimeros do vWF

. Tipo 2N: Vanantes qualitativas com diminui¢do da afinidade pelo fator VIII

Na presenga de um fendtipo misto causado por heterozigose composta, sua

classifica¢do € indicada pela separagéo de cada alelo, usando-se uma barra (/)

Para a descrigio de mutagdes, sistemas de numeracgio sdo sugeridos para aminoécidos e

nucleotideos

Tabela 1:
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Alteracdes moleculares na deenca de von Willebrand

O estudo de pacientes e familias com vWD tipo III, através de sondas de cDNA,
demonstraram grandes delegSes em homozigose em varios casos. Também foi descrita delecéio de
um alelo associado a outro tipo de mutagiio no outro alelo, configurando uma dupla heterozigose
(Shelton-Inloes ez al. 1987b, Ngo er al. 1988, Peake ef al. 1990a). Qutros estudos falharam em
mostrar delegdes ou rearranjos no gene do vWF (Ginsburg ef al 1985, Bernardi ef ol 1988,
Schiach ez al. 1987b, Lindstedt et al. 1987). Por outro lado, esses estudos, através da metodologia
empregada, nio avaliaram a dele¢io de apenas um gene, uma vez que nenhuma medida da

intensidade da banda, por densitometria foi realizada.

Apesar desta critica, muitos casos de VWD tipo Il ndo ficam esclarecidos quando

avaliados apenas pela técnica de Southern Blotting.

A pesquisa de mutagSes de ponto até recentemente era complicada pelo grande tamanho
do gene do vWF, além da presenca do pseudogene, altamente homélogo, presente no

cromossomo 22.

O advento da reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) permitiu ultrapassar este problema

¢ primers especificos para a seqiiéncia do gene foram delineados.

Atualmente sdo inimeras as publicagbes que descrevem mutagdes de ponto nos tipos HI,
Il e Normandy (Ginsburg e Sadler 1993).

Em resumo, as bases moleculares dos diferentes subtipos da vWD estiio relativamente

estabelecidas.

A matoria das mutagdes responsaveis pelo tipo ITA ocorrem no exon 28, numa regifio que

codifica um segmento de 134 aminoacidos, homélogo ao dominio A2 do vWF.

Essas mutagfes podem subseqiientemente ser subdivididas em mutagdes associadas com o
transporte intracelular anormal, resultando num decréscimo na secregio do vWF e numa perda
seletiva dos multimeros de alto peso molecular (grupo 1), ou na secregiio de multimeros que

apesar de aparentemente normais, s muito sensiveis a proteolise plasmatica (grupo 2).

50



As mutagdes que causam o tipo [IB estdo localizadas numa porciio do exon 28, que
codifica uma regiio homologa ao dominio Al. E nessa regiio que esta presente o sitio de ligagdo

com a glicoproteina Ib, e a mutacdo leva a uma alta afinidade pela glicoproteina Ib, (Figura 6).

e - -
P .

11 §a4 550 865 BIS 909

.....................................

................................

b YWD

Figura 6: Mutagdes nas repeticdes Al e A2 do Fator de von Willebrand, causando
respectivamente o tipo IIB e [IA da vWD sio descritas. As repetigdes Al e A2 séo
codificadas pelo exon 28 do gene do vWF. Retirado de Ewenstein BM, Handin RI,
von Willebrand’s disease. In: Handin RI, Stossel TP, Lux, eds. Blood: Principles and
practice of hematology. Philadelphia: J.B. Lippincott., In press.

Por fim, o tipo IIT geralmente decorre de dele¢des ou de mutagdes nonsense nos coédons

365, 896 ou 1772.
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\
Objetivos



Tendo em vista que:
* A doenga de von Willebrand ¢ a doenca hemorragica mais fregiiente;
*  Que em nossa regido sua prevaléncia nfio é conhecida;

* Que nossa populagdo difere de outras populacSes estudadas quanto a freqiiéncia de

outras doencgas;
*  Que o VNTR-3 ainda ndo foi caracterizado na populagfio brasileira;

* Que os 3 VNTRs no gene do vWF ainda nfo foram determinados em pacientes

brasileiros com vWD,

Este projeto teve por objetivos:
e  Determinar a prevaléncia da vWD numa populag3o brasileira.

®  Determinar a faixa de normalidade da concentragio plasmatica de fator VIII e de cofator

de ristocetina numa populagio brasileira considerada normal.

¢ Determinar a freqiiéncia alélica de 3 VNTRs no intron 40 do gene do vWF, numa

populag8o brasileira normal composta por 51 caucas6ides, ¢ em 25 portadores de vWD.

® Determinar a freqiiéncia alélica dos 3 VNTRs no intron 40 do gene do vWF em 8
familias com diagnéstico vWD, para analise de informatividade.
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Casuistica
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Populacio de Doadores de Sangue

Para determinagio da concentragfio plasmatica de fator VIII e de cofator de ristocetina,
assim como da prevaléncia da vWD foram analisados 813 doadores de sangue do
Hemocentro/Unicamp. Esses doadores vém de toda macro-regifo de Campinas, sendo portanto

uma amostra representativa da regifo.

E importante ressaltar que esses doadores de sangue sé chegaram ao setor de coleta apés-
terem passado pelo processo de selegdo do Hemocentro, onde sfo observados alguns critérios de
exclusfo como relacionamento sexual de risco, anemia, utilizagio de medicamentos, doengas
virais, hipertensdo/hipotensdo arterial, historia de neoplasia, diabetes, infecgdo recente, transfusdo

nos ultimos 12 meses, e presenga de tatuagem.

O nosso Gnico critério de exclusdio na selegdo foi o doador ser do sexo feminino, devido a

variagdo do nivel de Fator VIII ¢ vWF nas mulheres, devido a influéncia hormonal.

Os doadores foram convidados a participar do Projeto de Pesquisa, e somente apds
responderem a um questiondrio {cépia em anexo 1) ¢ assinarem uma Autorizagio (cépia em

anexo 2), € que o sangue foi coletado.

A anamnese somente foi considerada “positiva” para doenga hemorragica, quando o
doador apresentava pelo menos 2 sintomas hemorragicos. O antecedente familiar somente foi
considerado “positivoe” quando 2 membros da familia apresentavam histéria familiar de

sangramento.

Controle Cauncaséide

A freqiiéneia alélica dos 3 VNTRs do gene do vWF, foi determinada em um banco de
DNA composto por 51 amostras de caucaséides do Laboratério de Pesquisa em Hemostasia do
Hemocentro. Para selegfio desse grupo, os individuos foram entrevistados e selecionados somente

quando na familia néo havia qualquer miscigenacio nos ascendentes até a terceira geracio.
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Pacientes ¢ Familias com Doencga de von Willebrand

Foram incluidos no estudo dos VNTRs, 25 pacientes do Ambulatorio de Hemostasia com
diagnostico de vWD. Apods a revisdo de prontuérios médicos, o diagnostico foi confirmado,
baseado ma historia clinica, estudo familiar e pelos resultados laboratoriais do Laboratério de
Hemostasia do Hemocentro (dosagem de fator VIIL, cofator de ristocetina, dosagem de antigeno

do vWF e agregacdo plaquetaria).

Os casos em que estavam disponiveis somente amostras de DNA do paciente e de 1 ou 2

familiares, foram incluidos apenas no estudo da freqiiéncia dos VNTRs na populagio com vWD.

Todos os familiares dos pacientes foram convocadas para estudo da segregac3o dos
VNTRs com a vWD. Apenas 8 pacientes nos quais havia disponibilidade de amostras de DNA de

varios familiares é que foram selecionados para o estudo.

A seguir, apresentamos uma relagdo de pacientes, com n® de registro, nome e classificagdo

do tipo de vWD, utilizados no estudo da freqgiiéncia dos VNTRs (Tabela 2).

Critérios Empregados para o Diagndstico de vWD

o Dosagem de fator VIII e cofator de ristocetina diminuidos, com pelo menos um deles

repetidamente diminuido, com ou sem diminuigio do antigeno do vWF.

e Dosagem de fator VI efou cofator de ristocetina diminuidos, associado a diminuigéo

do antigeno do vWF.

e Os resultados de fator VIII e cofator de ristocetina foram considerados diminuidos
apés o calculo da variagdo normal na populagio de doadores, de acordo com o grupo

sangiiineo O ¢ N&o °

57



Tabela 2:

Pacientes Pertencentes ao Estudo da Fregiiéncia dos 3 VNTRs

Paciente Nome Tipo de vWD
vW-1 N.C.F. Tipo1
vW-6 F.D.R Tipo III
vW-23 S.daS.C. Tipo II1
vW-28 G R A Tipo II
vW-30 T.L. deL. C. Tipo O
vW-31 E. M. de S. Tipo I
vW-35 R. deF. M. Tipo 1II
vW-36 V.MM Tipo IIN
vW-4] R L. TipoI B
vW-43 IMR Tipo 1
vW-54 F.deS. F. Tipo I1
vW-56 A M M.B. S Tipo 1
vW-58 R .G. dos S. Tipo I
vW-64 D.EO M TipoII N
vW-65 K. LP. Tipo H
vW-68 S.B.M. Tipo 1
vW-69 A.B. Tipo I
vW-70 M. R B. Tipo 11
vW-71 R P Tipo 1
vW-75 R.P.daS. Tipo I
vW-76 E. E.deF. Tipo H
vW-79 K. D.B. Tipo 1
vW-88 F. deF. G C Tipo IIT
vW-91 A M.P Tipo 1
vW-102 M. S. Tipo HI
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A seguir, apresentamos as familias utilizadas no Estudo da Segregagio dos 3 VNTRs com

a vWD.

vW 14 RMR (Paciente)
14-1 M. C.GR. (Esposa)
142 MM GR. (Filha)
14-3 R HGR. (Filho)
14-4 A F.G.R (Filho)

vl 36 V.M. M. (Paciente)
36-1 T.R M. (Mze)
36-2 M. M. (Irm3)

HB 27 OM (Pai}

vW 41 R L (Paciente)
41-1 N.S.L. (Mie)
412 E. L. (Pai)
41-3 M.C. L. (Irm3)
41-4 J H.L (Irmé&o)

vW 54 F. deS.F. (Paciente)
54-1 E.M.F. (Pa1)
54-2 H B.deS. (Mae)
54-3 E.deS.F. (Irmao)
54-4 F.S. F (Irm#o)
54-5 L.deS.F. (Irmio)

vW 65 K LP (Paciente)
65-1 V.N.P. (Pai)
652 N.ASP (Mie)
65-3 J.M.P. p. (Irma)

Tipo I

Normal
Normal
Normal

Tipo I

Tipo IIN
Normal

Normal
Hemofilico B

Tipo Il B
Tipo II B
Normal
Tipo IIB

Normal

Tipo IT
Tipo II
Normal
Normal
Normal
Tipo Il

Tipo Il
Tipo IT
Normal
Tipo II
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vW 68 S B M (Paciente)
68-1 S.B.MP (Irm3)
68-2 S.B.M (Irm3)
68-3 LR M (Pai)
68-4 M. B.L M (M)
vW 79 K D.B (Paciente)
79-1 A D.B. (Miie)
792 J.M.LB. (Pai)
79-3 C.D.B. (Irm3)
79-4 K.J.B. (Irméo)
vW 109 T.FGSM (Paciente)
109-1 L.S.C. M. (Filho)
109-2 K. S. C. M. (Fitha)
IR 85 MACM Marido)

Tipol
Tipo 1
Normal
Normal

Tipol

Tipo I
Tipo !
Normal
Normal

Tipo I

Tipo I
Normal
Normal

Normal
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Material e Métodos
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Coleta de Sangue

O sangue foi colhido de veia periférica, em tubos Vacutainer.

Para o exame de coagulagéio foi colhido sangue em citrato de sodio, numa concentragio
de 3,8%, na propor¢ic de 9:1. Apods a coleta, o sangue foi centrifugado no maximo em 30

minutos, “aliquotado™ e congelado a -80°C até sua utilizagdo.

Para extragio do DNA foi colhido sangue com EDTA, ¢ os leucdcitos foram separados
conforme as etapas seguintes: (1) centrifugacio da amostra por 10 minutos a 2000 rpm para
desprezar o plasma; (2) lise das hemacias por adigio de uma mistura de cloreto de aménio
0,144M e bicarbonato de aménic 0,01M; (3) repouso & temperatura ambiente por 15 minutos; (4)
centrifugacio por 20 minutos a 2000 rpm, com remogio do sobrenadante e congelamento do

pellet de leucécitos a -70 C.

Determinacio do Fator de von Willebrand

A atividade do vWF foi realizada pela técnica de cofator de ristocetina (Macfarlane ef al,,
1975).

Determinacio do Cofator de Ristocetina

Foram colhidos 6 tubos cdnicos de sangue de um tnico doador, perfazendo 60 ml, na
proporgdo de 9:1 de anticoagulante ACDC. O sangue foi centrifugado a 1000 rpm por 16
minutos; para obtengido do plasma rico em plaquetas. O plasma foi transferido para 2 novos tubos
conicos e somente se a contagem das plaquetas nesse plasma estivesse acima de 300 K/ul é que o
mesmo foi utilizado. Quando a contagem de plaquetas foi inferior a esse numero, realizava-se

uma nova coleta, de outro doador.

A partir desta etapa, o plasma foi novamente centrifugado a 2100 rpm por 11 minutos,

para que as plaquetas se precipitassem e o sobrenadante foi desprezado.
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Em cada tubo contendo as plaquetas adicionou-se 2 mi de Tampio de Lavagem,
ressuspendeu-se as plaquetas com cuidado ¢ completou-se o volume para 10 mi com 0 mesmo

tampao.

Os tubos foram novamente centrifugados a 2100 rpm por 11 minutos, desprezando-se o
sobrenadante. Cada precipitado foi ressuspenso cuidadosamente com 2 m! de Krebs, ¢ apos juntar

o volume dos 2 tubos em sd um, completou-se com 8 ml de Krebs.

O numero de plaquetas desse concentrado de plaquetas foi padronizado entre 300 e 400

K/l fazendo-se as diluigdes necessarias com o tampéo de Krebs.

O agregdmetro (marca Payton) foi entdo zerado com as solugBes a Seguir:
90% 200ul de Pool + 200p1 de Krebs
0% 200yl de Pool + 200ul de suspensio plaquetaria

Iniciou-se entio a realizacio de uma curva, através de diluigdes obtidas com o©

concentrado de plaquetas preparado anteriormente € o tampao de Krebs.

100% 1/4—> 300pl de Pool + 900u! de Krebs

50% 1/8— 600ul 1/4 + 600ul de Krebs
25% 1/16—~ 600ul 1/8 + 600p1 de Krebs

Para cada dilui¢do foi realizada uma agrega¢do, colocando-se em uma cuveta 200ul da
diluigdo + 200pl de suspensio plaquetaria. Apenas apés 2 minutos, para que a temperatura da
cuveta e dos reagentes adquirissem a temperatura do aparelho, ¢ que o mesmo foi acionado. Apés
2 minutos de corrida adicionou-se 50! de ristocetina 10mg/ml, previamente descongelada ¢

mantida em banho de gelo.

Com os resultados da agregagio obtidos nas 3 diluigSes, tragou-se uma curva, utilizando-

se papel milimetrado.
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Somente curvas reprodutiveis foram consideradas para dosagem das amostras dos
doadores.

Posteriormente, realizou-se a dosagem de cofator de ristocetina em um pool de plasmas
normais, contendo pelo menos amostras de 20 individuos diferentes, considerando-se aceitavel se
o resultado estivesse entre 90-110%. Também realizou-se a dosagem de um plasma controle, que

anteriormente apresentava resultado de 100% de cofator de ristocetina.
Para dosagem das amostras dos doadores, fez-se uma diluigio como descrita a seguir:

/4 - 300l de Krebs + 100ul da amostra em um tubo plastico.

O método de dosagem no agregdmetro foi 0 mesmo utilizado na confecgiio da curva
padrio.

Determinacio do Antigeno do Fator de von Willebrand

O antigeno do vWT foi determinado utilizando-se um anticorpo monoclonal, baseado na
técnica de ELISA (Furlong ef al,, 1988), utilizando-se o kit Asserachrom da Diagnostica Stago, e
os resultados expressos em %, ou, pela técnica de eletroimunodifiusdo, utilizando-se o kit

Rellplate vWF da American Diagnostica, € os resultados expressos em %.

Determinacio da Atividade do Fator VIII

Para a execugdio do teste, foi empregado o método cogulométrico de um estigio,
utilizando-se plasma deficiente em fator VIII, da marca Dade, reagente de tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA) e coaguldmetro de leitura foto-6ptica Koagulab 32-S, da
marca Ortho Diagnostic Systems. Os resultados foram obtidos a partir de uma curva de
calibragdo realizada com um “pool” de plasmas normais em dilui¢des seriadas que partiram de
1:5 (100%) até 1:320 (1.56%) em tampHo veronal. Somente quando a curva era reprodutivel é

que a dosagem tanto do controle comercial como das amostras do doadores foi realizada. Antes
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de iniciar a dosagem no plasma dos doadores, foi realizada a dosagem de fator VIII em um
plasma de referéncia comercial, cujo resultado ndo poderia ser maior ou menor que 10% do valor
fornecido pelo fabricante. A diluigdo da amostra foi realizada em tampao veronal 1:5 (100%). Os

valores foram expressos em porcentagem.

Critérios para Padronizacio de Condutas, Quando da Analise dos Resultados

Obtidos na Dosagem de Fator VIII e Cofator de Ristocetina, nos Doadores de

Sangue
a) As dosagens foram sempre realizadas em duplicata.

b} Na presenca de valores discordantes, o teste foi repetido por mais uma vez. Para fins

de resultado, foram considerados os dois resultados concordantes.

¢) Na presenca de resultados acima de 180% ou abaixo de 60%, para fator VIIL, e acima
de 150% ou abaixo de 50% para cofator de ristocetina, uma nova dosagem foi
realizada com outra aliquota do mesmo periodo de coleta. Nos resultados
discordantes, o teste foi repetido por mais uma vez. Para fins de resultado, foram

considerados os dois resultados concordantes.

d) Quando o resultado final mostrasse dosagem do fator VIII abaixo de 60% ou acima de

180%: ou dosagem do cofator de ristocetina abaixo de 50% ou acima de 130%, os

doadores foram convocados para uma nova dosagem.

e) Para as dosagens laboratoriais dos doadores convocados, foram empregados os
critérios dos itens a, b, ¢, d. Quando os resultados estavam abaixo de 60% para o fator

VIII e de 50% para o cofator de ristocetina, o doador foi reconvocado.
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Critérios Empregados para Exclusio de Resultados/Amostras de Dosagem de

Fator VIII e Cofator de Ristocetina, para o Calculo da Média e Desvio Padrio
O critério utilizado para exclusio de uma amostra for:

+ Diferencga (acima ou abaixo) entre as varias dosagens com a mesma amostra, superior

a 30% do valor mais elevado.

Os critérios empregados para exclusio de um doader foram:
e Resultado discrepante entre as amostras, superior a 50% da amostra de maior valor.

e Amostra com uma dosagem muito baixa ou muito alta, em que o doador foi

convocado e ndo compareceu para confirmagéo do resultado obtido.

Caso o doador respondesse & convocagdo, e os resultados altos ou baixos se

confirmassem, essas dosagens foram consideradas para calculo da média e desvio padrio.

Os resultado final utilizado para o calculo da média e desvio padrdo da populagio, foi a
média das dosagens obtidas em todas as coletas, levando-se em conta os critérios previamente

descritos.

Tipagem Sangiiinea

A tipagem sangiinea ABO e Rh foi realizada por método standard, em microplaca
manual até o ano del998 e, a partir de 1998, feita pelo sistema automatico de microplaca PK-
7200, da marca OLYMPUS.
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Extracido do DNA

Lise de leucocitos: Ao pellet ainda congelado e mantido em gelo adicionou-se¢ tamp@o de
lise de leucocitos (NaCl 0,3M, EDTA 10M, Tris/HCl 10mM pH 7,5 e urdia 7M). Apds a
dissolugdo do pellet. o tubo foi mantido no gelo, adicionando-se 100 ul. de SDS 20% por ml de

tampéo de lise.

O DNA foi extraido do sangue total, pelo fenol/cloroférmio (Blin e Stafford 1976). (1)
adicionou-se ao lisado de leucocitos 0 mesmo volume de fenol saturado com Tris/HCl e
cloroférmio/alcool isoamilico (24/1); {2) agitou-se por inversdo lentamente por 10 minutos; (3)
centrifugou-se a 3000 rpm por 20 minutos; (4) transferiu-se o sobrenadante para outro tubo,
deixando intacta a camada protéica inferior; (5) repetiram-se as etapas 1, 2, 3, e 4, (6) realizaram-
se duas extragBes sd com cloroformio/alcool isoamilico, repetindo-se as etapas 1, 2, 3, € 4; (7) ao
sobrenadante da ultima extragdo adicionou-se 10% de acetato de sodio 3M pH 5,2 de volume do
sobrenadante; (8) agitou-se por inversdo; (9) adicionou-se 2,5 volumes de etanol absoluto a -20°C
e misturou-se por inversdo delicadamente até a precipitagio do DNA; (10) transferiu-se 0 DNA
precipitado para tubo Eppendorf contendo etanol 70% e centrifugou-se em microcentrifiiga por 5
a 10 minutos; (11) removeu-se o etanol completamente por inversdo do tubo e deixou-se o pellet
secar & temperatura ambiente. Depois de seco, 0 DNA obtido foi ressuspenso em quantidade
apropriada de TE (Tris-HCl 10mM, pH 7,5; EDTA 1mM) e deixado durante a noite a 4°C para
dissolucio total. Sua concentragio foi estimada em espectrofotdmetro através do valor da

densidade optica em comprimento de onda de 260nm.

Amplificaciio pela PCR

Ap6s o isolamento para a determinagiio dos 3 VNTRs, o DNA gendmico foi amplificado
pela reagiio de PCR (Saiki ef al., 1988), utilizando-se os pares de iniciadores descritos a seguir:

VNTR 1 —nucleotideo - 1890-1991 (Cumming AM ef al., 1992)
5’ CTATTT ATC ATC TAT CCT CTA 3’
57 CAG ACA GAT AGATAC ATACAT 3
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VNTR 2 - nucleotideo - 2215-2396 (modificado neste trabalho i partir dos primers
utilizados por Ploos et al., 1990)

5 TGT ACC TAG TTA TCT ATC CTG 3’

5 CTA CTG TTT TAG GTA AGT GAT 3’

VNTR 3 - nucleotideo - 1640-1794 (Kimpton C. et al, 1992)
5 CCC TAG TGG ATG ATA AGA ATA ATC 3’
5’ GGA CAG ATG ATA AAT ACA TAG GAT GGA TGG 3’

Formulas e Programas Utilizados
VNTR-3

200ng do DNA

1,5U de Taq DNA polimerase

200 pM de dNTPs

0,25 uM de cada Primer

Tampio

Volume final de 50u!

Desnaturaggo: 94°C por 5 minutos

35 ciclos: 94°C - 1 minuto
58°C - 1 minuto
72°C - 1 minuto

Finalizagdo; 72°C por 7 minuios

VNTR-1
200ng do DNA
1,5U de Taq DNA polimerase
100 pM de dNTPs
0,5uM de cada Primer
Tampédo
Volume final de 50p1
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Desnatura¢io: 94°C por 5 minutos

57°C - 1 minuto
72°C - 1 minuto

Finalizagio: 72°C por 7 minutos

VNTR-2
200ng do DNA
1,5U de Taqg DNA polimerase
100 pAf de dNTPs
0,5uM de cada Primer
Tampio

Volume final de 50pl

Desnaturagdo: 94°C por 5 minutos

35 ciclos: 94°C - 1 minuto
56°C - 1 minuto
72°C - 1 minuto

Finalizaciio: 72°C por 7 minutos

O DNA amplificado foi submetido a eletroforese em um gel ndo denaturante de
poliacrilamida (Acrilamida / Bisacrilamida) na concentragdo de 8% para o VNTR-1 e 12% para
os VNTR-2 e 3. As bandas de DNA foram visualizadas através da coloragdo pelo brometo de

etidio, em luz ultravioleta.

O nimero de alelos para 0 VNTR 1, VNTR 2 ¢ VNTR 3 foram arbitrados em tamanho

decrescente, utilizando-se um marcador de peso de DNA.

35 ciclos: o4°C - 1 minuto
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Seqiienciamento de DNA para os 3 VNTRs

Para uma determinacgdo exata do namero de repeticdes ATCT, e o tamanho do fragmento
da PCR em pares de bases, foi realizado segiienciamento direto pelo método de Sanger (1977)
dos fragmentos de PCR, utilizando-se os mesmos pares de iniciadores “primers” da amplificagZo
por PCR, e os kits de seqienciamento Sequenase PCR Product Sequencing Kit, United States
Biochemical da marca Amersham Life Science ou Thermo-Sequenase Cycle Sequencing kit,
também da marca Amersham Life Science. As reagdes foram feitas seguindo-se o protocolo de
cada kit,

Analise Estatistica

Para a analise da distribuigio das dosagens de fator VII ¢ cofator de ristocetina foram

utilizados testes de normalidade de Kolmogorov-Smirnov.

A média, desvio padréo, percentis e freqiiéncia foram calculados utilizando-se o Software

Microsoft Excel.
Os céleulos de Skwness e Kurtosis foram calculados pelo programa SSPS.

A comparagio entre as médias de FVIII e cofator de ristocetina foi realizada pelo teste-T,

considerando-as como amostras independentes.
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Resultados




Prevaléncia da Doenca de von Willebrand

No anexo 2A, apresentamos uma tabela dos doadores, com n° de registro, nome, idade,
tipo sangiiineo, e resposta (positiva ou negativa) ao questionario sobre historia pessoal e familiar

de sangramento.

Diante dos critéros empregados, descritos em casuistica e métodos, de 813 doadores
entrevistados e dos quais foram colhidas amostras de sangue, foram considerados para analise de

fator VIII e cofator de ristocetina, 772 e 754 doadores, respectivamente.

A idade média dos doadores foi de 32,2 anos, com idade minima de 18 anos ¢ maxima de

61 anos.

Na Tabela 3 apresentamos os resultados das dosagens do cofator de ristocetina, fator VIII

e antigeno de vWF realizadas no plasma dos doadores de sangue, com suspeita de vWD.

Os resultados da 1°, 2°, ¢ 3° dosagem referem-se as convocagdes, portanto, amostras

diferentes do mesmo doador.

NR =» Nio realizado
NC =» Ndo compareceu apos a convocagio
0 => resultado néo wtilizadoe para o cilculo da Média e Desvio Padrio




Tabela 3. Resultados das Dosagens do Cofator de Ristecetina, Fator VIII e Antigeno do

Fator de von Willebrand de Doadores de Sangue

Doador Nome 1° Amostra 2 3 Valor 1 r 3 Valor {vWF Ag
Cofator |Amostra| Amostra | Utilizado § Amostra | Amostra | Amestra | Utilizado
Cofator| Cofator | P2 { Fator | Fator | Fator | Pa™

Média VI VIII VIII Média
01 E.F. M. NR NC 123% 123%
02 J.F. da8. 69% 69% 78% 78%
03 R V.S 100% 100% 98% 98%
04 F.M. del 126% 126% 143% 143%
05 L. C.deC. 21% NC 47% NC
07 SR 74% 74% 195% NC
08 A C. da8. 39% 55% 35% 61% 105% 93% 61% 96%
09 CMER NR 92% 92% 89% §9% 105%
10 M. J L. 54% 54% 117% 117%
11 J AV, 50% 50% 62% 83% 62% 78%
12 JE M 38% NC 66% 115% 66%
13 N.L.da 8. 100% 100% 174% 174%
15 C.D, 50% 50% 62% 62%
16 L.L.da8. 100% 100% 88% 88%
18 0. AdeF 50% 50% T1% 71%
19 JL.T 25% 100% 1 86% 86% 176% 170% 173% 88%
20 M. G. 100% 100% 106% 106%
21 R.P.P. 21% NC 87% 87%
22 D.8.daP. 77% 77% 202% 159% 180.5% 79%
23 G. A dosS 31% 38% 103% 65% 103%

178%

24 C.P.P 65% 65% 68% 57% 62% 63%
25 R.F. 21% 3% 73% 93% 93% 139%
26 W.B. C. 125% 125% 83% 83%
28 N.8. deC 42% 45% 43.5% 55% 96% 96% 48%
29 D V.S, 100% 100% 83% 83%
30 M. AL M. 89% 89% 139% 138% 138.5% 100%
31 G.da S, NR 100% 100% 103% 103%
32 P. R da8. 74% 74% 63% 125% 03% 78%
33 JLB. deM 62% 62% 134% 134% 97%
34 N.R 105% 105% 35% 33% 44% 53%
33 JL A 25% 85% 85% T8% 78%
36 F.de A S, 100% 100% 100% 100%
37 J A deF. 141% 141% 117% 117%
38 J.BdeF. 36% NR 64% 106% 64% 86%
39 O.P. 75% 75% 65% 112% 65% 83%
40 G.D.R J 72% 72% 89% 89%
41 Q.P 100% 100% 103% 103%
42 M. T. NR 123% 123% 117% 117%
44 E.R. da8. 100% 100% 85% 85%
45 E.R F.B. NR NC 91% 91%
46 A J dos S 100% 100% 87% 87%
47 R.de S. 8. NR NC 148% 148%
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43 S.F.deC. 68% 68% 80% 80%
49 N.J]. B. NR 40% 54%, 47% 72% 117% 68% 72% 61%
50 H LS. 25% 76% 76% 114% 114% 100%
51 N. C. 190% NC 136% 136%
32 L.JL. 100% 100% 81% 81%
53 S.R B.N. NR. NC 118% 118%
55 F.J deS. 190% 73% 73%
56 E.S.F. 56% 56% 101% 101%
57 1L Ade O 132% 132% | 199% NC

58 W. X C. 100% 100% 77% 77%
59 MIG 135% 135% 939, 93%
60 R. M. deP. 50% 50% 88% 88%
61 A L deO. 50% 50% 132% 132%
62 JAdeT. 28% 43% 57% 50% 113% 92% 91% 113% 67%
63 M. A B. 91% 91% 143% 143%
64 R M. P.S. 63% 63% 151% 151%
65 P.C. M. 132% 132% 178% 178%
66 H A 74% 74% 238% NC

67 D.D.G. 100% 100% 162% 162%
68 AldaS 138% 138% | 246% NC

69 V.M. S. 87% 87% 122% 122%
70 P.R daS. 117% 117% 202% 60% 60%
71 P.R deS. 117% 117% 134% 134%
72 P.F.P 78% 78% 82% $2%
73 1LF. das$. 117% 117% 174% 174%
74 A O.S %7 92% 92% 146% 101% 146%
75 L 1B 100% 173% 173%
76 J AP 78% 126% 126%
77 M. G.T. 74% 74% 87% 87%
78 J S F. 100% 100% 171% 171%
79 A C. 100% 100% 108% 108%
80 W. Q. 100% 100% 148% 148%
81 E A 100% 100% 126% 126%
82 P.H A S. 72% 72% 127% 127%
83 E.F. 100% 100% 119% 119% 57%
84 R F. 81% 81% 91% 91%
85 R P.F. 100% 100% 174% 174%
86 E.H M 100% 100% 130% 130%
87 A F.B. 100% 100% 102% 102%
88 M. B. 138% 138% 112% 112%
89 1.C.F. 72% 2% 167% 167%
90 JLLF A 18% NC 93% 93%
91 L C.M 100% 100% 121% 121%
92 ECL 100% 100% 112% 112%
94 E.O.M 69% 69% 98% 98%
95 A P. 100% 100% 101% 101%
96 S.L.deC 132% 132% 143% 143%
97 F.M. M 115% 115% 87% 87%
98 R.M. S 72% 72% 96% 96%
99 ALF 72% 72% 123% 123%
100 D.A A 115% 115% 167% 167%
101 |JAdaA 85% 85% 103% 103%
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102 F. K. 70% 70% 118% 118%
103 | A deS E 85% 85% 257% NC

104 |RRFA 85% 85% 216% 191% 203.5%
105 C.C.C 115% 115% 129% 129%
106 A GB 87% 87% 189% 122% 122%
107 G.S. A 100% 100% 131% 131%
108 C.AF 132% 132% 114% 114%
109 lodac. Al 132% 132% 167% 167%
110 W.1. 8 87% 87% 129% 129%
111 MP.V 132% 132% 166% 166%
112 G.R.C 100% 100% 137% 137%
113 W.L. M. 55% 55% 82% 82%
114 { JL.S.D.F. 132% 132% 106% 106%
115 | L B.de A 100% 100% 157% 157%
116 | AdeL R 100% 100% 173% 173%
117 | G.F.de G 100% 100% 117% 117%
118 M.R.F. 66% 66% 152% 152%
119 F.P. 132% 132% 205% 252% 205%
120 {RC.deO 100% 100% 141% 141%
121 E. A S 132% 132% 187% 126% 126%
122 W.G.V 100% 100% 126% 126%
123 G.R. B 87% 87% 153% 153%
124 | AN.da$ 87% 87% 117% 117%
125 { AP daS. 100% 100% 104% 104%
126 S.JF. 100% 100% 110% 110%
127 | 1C. deM. 100% 100% 132% 132%
128 |W.P.daS. 100% 100% 140% 140%
129 F.AF.J 100% 100% 97% 97%
130 | L Rdos$S 89% 89% 97% 97%
131 ZdeF. R 100% 100% 110% 110%
132 P.deS.B. 135% 135% 192% NC

134 { V.S.del. £9% 89% 111% 111%
135 O.P 117% 117% 148% 148%
136 G.F. 100% 100% 107% 107%
137 | N.P.daS. 78% 78% 201% 218% 209.5%
138 R F 33%68% | 50% 50% 70% 61% 70%
139 | CEPRBP 66% 66% 102% 102%
140 A. C. 66% 66% 129% 129%
141 | A F dosS. |63%126% | 67% 67% 104% 90% 97%
142 | Al daR 126% 126% 108% 108%
143 |F. M. S.B. 79% 79% 72% 72%
144 | J.deS A [100%55% | 59% 59% 123% 86% 104.5%
145 T.M. C. 105% 105% 147% 147%
146 G. G. 100% 100% 83% /8%
147 W. A. B. 126% 126% 190% 191% 190.5%
148 |[D. E.doN 141% 141% 141% 141%
149 R AF 126% 126% 111% 111%
150 | A deF.B 126% 126% 176% 176%
151 M. S. A. 100% 100% 118% 118%
152 N. de S. 100% 100% 181% 110% 110%
153 A.D.R 66% 66% 107% 107%
154 | RI1P.E 73% 73% 84% 84%
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155 ALR 66% 66% 98% 98%
156 | APCG 76% 76% 95% 95%
157 V.G.Z 38% 69% 69% 56% 78% 67%
158 { G.G.da8. 100% 100% 100% 100%
159 | J.S. dosR. 66% 66% 107% 107%
160 Z.G. 59% 59% 188% 187% 187.5%
161 | E.de A F. 76% 76% 134% 134%
162 | R A deS. 50% 50% 103% 103%
163 { J.L.dosS. 100% 100% 78% 78%
164 M.L.J 12% 48% 30% 35% 38% 36.5% 52%
165 AC.C 76% 76% 118% 118%
166 | J.V.deS. 87% 87% 119% 119%
167 D.R. de§. 47% NC 90% 90%
168 E.R. L. 50% 50% 126% 126%
169 1A M. 30% 50% 133% 133%
170 0.G. 85% 85% 135% 135%
171 | A M. S A 143% 151%] 70% | 108% 70% 63% 49% 38% 56% 82%
172 M. P. 71% 71% 134% 134%
173 F.C.N. 120% 120% 103% 103%
174 LRG 100% 100% 90% 90%
175 F.V.L 85% 85% 98% 98%
176 | R.L.deS. §37% 151%| 102% 102% 161% 161%
177 S.F.S. 31% % 71% 150% 150%
178 M. Z. 50% 50% 113% 113%
179 0O.M. C. 71% 71% 110% 110%
180 S.R. N. 85% 85% 107% 107%
181 | AJdaR 30% 65% 65% 118% 118%
182 J.B.C. 46% 54% 50% 204% 115% 115%
183 | J.H. V.B. 35% 70% 70% 198% 137% 137%
184 ATM 61% 61% 84% 84%
183 C.R M. 72% 72% 159% 159%
186 C.C.F. 56% 56% 108% 108%
187 | 1. C.dosS. 57% 57% 189% 128% 128%
188 E. A M 93% 93% 358% NC

189 | N A deS. 89% 89% 144% 144%
19t |RDPS. 100% 100% 100% 100%
192 F.B.S. 58% 58% 164% 164%
193 C.AB 72% 72% 149% 149%
194 D. M. B. 72% 72% 118% 118%
195 L.G.C. 81% 81% 146% 146%
196 M. L. 58% 38% 217% | 254% 235.5%
197 J.B.P. 72% 72% 124% 124%
198 E.L. C. 81% 81% 136% 136%
199 R.V.F. 66% 66% 105% 105%
200 I1.P.D. 65% 65% 178% 178%
201 M.D. G. 27% NC 67% 67%
202 | AF.PF. 46% 55% 54% 51% 61% 56% 58.5% 66%
203 |1 G dosS. 57% 57% 89% 89%
204 G. A S. 138% 138% 93% 93%
205 R A B. 87% 87% 92% 92%
206 A B. 138% 138% 180% 180%
207 | J.B.dosS. 63% 63% 86% 86%
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208 W.P A 100% 100% 89% 89%
209 A P. 138% 138% 103% 103%
210 | M. R.de§ 138% 138% 128% 128%
211 | TATT 100% 100% 147% 147%
212 C AP 117% 117% 114% 114%
213 D.R.N 63% 63% 125% 125%
215 D. B. 100% 100% 191% 137% 164%
216 L AP 117% 117% 65% 65%
217 A AC 117% 117% 104% 104%
218 L.C.S. 51% 51% 110% 110%
219 E S G 112% 112% 117% 117%
220 | 1P. S A 117% 117% 105% 105%
221 M. AR 100% 100% 183% NC

222 L C. 63% 63% 145% 145%
223 CAC 76% 76% 126% 126%
224 F.C.L 76% 76% 136% 136%
225 1LL.Q. 57% 57% 121% 121%
226 | 1.C.G.S. 100% 100% 123% 123%
227 E.W.C 63% 63% 159% 159%
228 M. C.R 100% 100% 137% 137%
229 THC 83% 83% 7% 77%
230 | 1.C.Z.§ 60% 60% 117% 117%
231 | M. AFC. $3% 83% 155% 155%
232 A C.D. 57% 57% 76% 76%
233 S.S.M. §36% 91% | NC 92%, 929,
234 | J L dosS 60% 60% 164% 164%
235 M R M 60% 60% 112% 112%
236 K.E D 1% 71% 136% 136%
237 M. JE 71% 77% 125% 125%
238 [ V.RO.L 60% 60% 87% 87%
239 R.C.J 80% 80% 110% 110%
240 JLAP 60% 60% 101% 101%
241 | G.L.P.§ 63% 63% 107% 107%
242 D.deS. 50% 50% 114% 114%
243 APF 56% 56% 89% 299
244 | 1.8.deS8. 85% 85% 110% 110%
245 A S. 50% 50% 116% 116%
246 E.T.S. 74% 74% 105% 105%
247 F.C. 87% 87% 134% 134%
248 M. A B. 74% 74% 90% 90%
249 D.P. 74% 74% 120% 120%
250 F.de A 36% NC 66% 66%
251 R.B. 57% 57% 78% 78%
252 I A.N. 52% 52% 90% 90%
253 | L. S daC 74% 74% 99% 999,
254 A daS. J30% 50% | 50% 50% 84% 84% 46%
255 | LR G.S. 69% 69% 83% 83%
256 | N.B.daS. 83% 83% 177% 177%
257 | AR daS 83% 83% 103% 103%
258 S. B. 55% 559, 68% 63%
259 | D.S.deL 83% 83% 66% 66%
260 M. R Z. 50% 50% 70% 70%
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261 S. de S. 83% 83% 80% 80%
262 A MP 69% 69% 81% 81%
263 S.C G. 100% 100% | 107% 107%
264 M. C. A 69% 69% 100% 100%
265 | J dosS. R 50% 50% 90% 90%
266 1V, A 56%, 599% 120% 120%
267 A A C. 38%, NC 93%, 93%
268 N.S.J. 66% 66% | 200% NC

269 | E.S.das. 66% 66% 123% 123%
270 1.8. 36% 81% | NC 120% 120%
271 A C.G. 58% 58% 113% 113%
272 | V.S das. 89% 89% 115% 115%
273 MF A 66% 66% 107% 107%
274 C.C. S 70% 70% 153% 153%
275 RCAB 141% 141% 118% 118%
276 R.S. 53% 53% 74% 74%
277 | R L. das. 117% 117% | 122% 122%
278 CARER NR 95% 95%
279 | H L. dzS. 83% 83% T1% 1%
280 | I.T.deS. 100% 100% [ 170% 170%
281 |C.RAH| 100% 100% [ 164% 164%
282 L.C.A 71% 71% 86% 86%
283 E.M.R 117% 117% | 117% 117%
284 | 1. dosS. C. 67% 67% 104% 104%
285 R M 83% 83% 91% 91%
286 V.F. 83% 83% 92% 92%
287 | LR doN. 50% 50% 90% 90%
288 |S. O.deA 58% 58% 147% 147%
289 58 A 61% 61% 114% 114%
290 | J.S.daS. 58% 58% 136% 136%
291 L G. 66% 66% 14994 149%,
292 L.O. 58% 58% 115% 115%
293 LF. 71% 71% 86% 86%
294 | 1L deS. 60% 60% 82% 82%
295 | R deL. F. 117% 117% 38% 38%
296 C.V.H 141% 141% | 154% 154%
297 C.L A 100% 100% | 139% 139%
298 H AR 23% 83% 83% 23%
299 1G. T 70% 70% 83% 83%
301 | AlLdaM 70% 70% 66% 66%
302 1. S. 100% 100% | 121% 121%
303 P.R F. 68% 68% 73% 73%
304 |ABdeA | 120% 120% { 111% 111%
305 3. de O. 151% 151% | 135% 135%
306 | P.LL.S. 45% 45% 45%, 48% 48%, 38% 34% 63%
307 | I.P.S.R 50% 50% 73% 73%
308 M. M. 83% 83% 110% 110%
309 D.G. V. 50% 50% 104% 104%
310 A F. 91% 91% 147% 147%
311 [L.M.daS.| 120% 120% { 106% 106%
312 1. C. 68% 68% 85% 35%
313 | 1P dosS. 83% 83% 105% 105%
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314 E. M. 81% 81% 85% 85%
315 D.A Q. 112% 112% 123% 123%
316 S.C.M. L 81% 81% 82% 82%
317 L C M. 100% 100% 75% T75%
318 V. F. 66% 66% 68% 68%
319 V.R 112% 112% 63% 63%
320 S. A B. 72% 72% 72% 72%
321 MR M 72% 72% 111% 111%
322 M.C.M 100% 100% 116% 116%
323 W.LT 91% 91% 92% 92%
324 |N.R deC. 56% 56% 71% 71%
326 A F A 91% 91% 112% 112%
327 O.de M. 100% 100% 91% 91%
328 I N.F. 81% 81% 97% 97%
329 E L. 100% 100% 103% 103%
330 N.H.P. 91% 91% 100% 100%
331 AIMG 100% 100% 119% 119%
332 | AJdoA 81% 81% 105% 105%
333 E MM 81% 81% 76% 76%
334 RRFP 120% 120% 75% 75%
335 J.B.B. 71% 71% 87% 87%
336 M. Z. 85% 85% 74% 74%
337 M M. 85% 85% 144% 144%
338 AD G 120% 120% 75% 75%
339 | IR dosS. 71% 1% 96% 96%
341 C. dosS. 100% 100% 93% 93%
342 LRV 120% 120% 97% 97%
343 N.B. M. 85% 85% 69% 69%
344 R A G 141% 141% 128% 128%
345 { C.C.daS. 50% 64% 50% 43% 47% 67% 52% 92%
346 G. de Q. 100% 100% 65% 65%
347 R.C.C 85% 85% 123% 123%
348 | F.N.daS. 85% 85% 32% 59% 59%
349 E.P.M. 141% 141% 84% 84%
350 F. A 141% 141% 106% 106%
351 D.B. 36% 70% 70% 118% 118% $2%
352 J.A B 60% 60% 55% 22% 39% 55%
354 | AO.C.S. 141% 141% 103% 103%
355 G.L. 60% 60% 77% T7%
356 | F.P.S. M. 50% 50% 162% 162%
357 U.S. M 125% 125% 95% 95%
358 M. AF 63% 63% 109% 109%
359 | LF. dosR 79% 79% 85% 85%
360 F.1.O. 125% 125% 9% 79%
361 R TG 63% 63% 2% 72%
362 D.R 100% 100% 202% NC

363 J.F.da8S. 63% 63% 92% N%
364 | C.B.das8. 100% 100% 110% 110%
365 | B.G.da8. 51% 31% 79% 79%
366 E.C.M 30% 50% 92% 92%
367 E.daC. 79% 79% 73% 73%
368 M. L. 125% 125% 177% 177%
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369 JLL.SQ 100% 100% 99% 99%
370 1F 63% 63% 91% 91%
371 E.deS. 125% 125% 118% 118%
372 C.RB.J 63% 63% 117% 117%
373 R AR 63% 63% 101% 101%
374 E. AR 100% 100% 92%, 92%
375 | P.G.F.O 50% 50% 169% 169%
376 HMT 63% 63% 100% 100%
377 M. dos S 125% 125% 85% 85%
378 P.S.P 50% 50% 98% 98%
380 F.D.M 50% 50% T7% 77%
381 M. AL 79% 79% 91% 91%
382 R M 63% 63% 89% 89%
383 S MM 63% 63% 70% 70%
384 J.R. deS. 79% 79% 124% 124%
385 R LdeS. Ji8%"100%; NC 132% 132%
386 E.R S 50% 50% 130% 130%
387 D.J.R 36% NC 94% 94%
388 M. R, 45% NC 114% 114%
389 S.L.das. 55% 55% 73% 73%
390 B.L.M 79% 79% 147% 147%
391 E.C.L. 79% 79% 149% 149%
392 R J das. 63% 63% 90% 90%
393 C.F.B. 100% 100% 9% 96%
394 | I M dacC 100% 100% 129% 129%
395 C.A S. 126% 126% 135% 135%
396 .M. 79% 79% 170% 170%
397 RRP 79% 79% 150% 150%
398 ALS 100% 100% 129% 129%
399 V.I.F 79% 79% 111% 111%
400 A CN 100% 100% 134% 134%
401 EAM 160% 100% 194% 181% 187.5%
402 M. S. S 35% NC 115% 115%
403 M. B. B 63% 63% 112% 112%
404 IME 100% 100% 114% 114%
405 A deS.C 32% NC 96% 96%
406 P.S. M 56% 56% 162% 162%
407 C.P.S 63% 63% 134% 134%
408 EFT 158% NC 78% 78%
409 W.C.T 100% 100% 101% 101%
410 A_N. 50% 50% 125% 125%
411 o.M 79% 79% 93% 93%
413 O. do A 79% 79% 141% 141%
414 L C.R 126% 126% 150% 150%
415 S.D.M. 92% 92% 105% 105%
416 C. AR 85% 85% 92% 92%
417 1.C. G. 50% 50% 75% 75%
418 | 1. C.C.M 53% 53% 79% 79%
419 D.A.O 39% 41% 40% 135% 135% 129%
420 M. P 100% 100% 124% 124%
421 A AG 100% 100% 158% 158%
422 IJB TS 85% 85% 249% NC
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423 100% 100% | 127% 127%
424 60% 60% 178% 178%
425 45% 50% 47.5% 93% 97% 95%
426 35% 45% 40% 50% 65% 57% 43%
427 71% 71% 999 99%
428 75% 75% 69% 69%
429 60% 60% 94% 94%
430 71% 71% 95% 95%
431 85% 85% 121% 121%
432 60% 60% 30% 80%
434 25% 85% 178% 178%
435 85% 85% 104% 104%
436 77% 77% 105% 105%
437 71% 71% 104% 104%
438 100% 100% [ 253% | 228% 240.5%
439 56% 56% 115% 115%
440 100% 100% | 132% 132%
441 66% 66% 106% 106%
442 76% 76% 103% 103%
443 87% 87% 109% 109%
444 76% 76% 172% 172%
445 76% 76% 146% 146%
446 87% 87% 232% NC

447 100% 100% { 122% 122%
448 87% 87% 53% NC

449 42% NC 106% 106%
450 43% NC 210% NC

451 76% 76% 187% NC

452 76% 76% 103% 103%
453 76% 76% 157% 157%
454 87% 87% 145% 145%
455 52% 52% 139% 139%
456 66% 66% 173% 173%
457 95% 95% 120% 120%
458 57% 57% 170% 170%
456 66% 66% 106% 106%
460 75% 75% 90% 90%
461 71% 71% 104% 104%
462 55% 55% 107% 107%
463 71% 71% 106% 106%
464 71% 71% 133% 133%
465 100% 100% | 127% 127%
466 85% 85% 77% 77%
467 60% 60% 100% 100%
468 100% 100% 93%, 93%
469 75% 75% 141% 141%
470 60% 60% 90% 90%
471 71% 71% 134% 134%
472 50% 50% 86% 86%
473 71% 71% 132% 132%
474 120% 120% | 116% 116%
475 60% 60% 101% 101%
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476 R J A 60% 60% 101% 101%
477 LAS 85% 85% 78% 78%
478 JLAP 33% NC 143% 143%
479 A MN, 60% 60% 96% 96%
480 E.TM 71% 71% 70% 70%
481 A V. 0% 50% 54% 86% 86% 86%
482 | N.R deL. 71% 71% 121% 121%
483 A AR 100% 100% 91% 91%
484 R. de S. 100% 100% 80% 80%
485 | P.R.daS. 71% 71% 81% 81%
486 1.B.B. 39% 57% 45% 51% 65%
487 N.E. 60% 60% 50% 74% 74% | 108.,5%
488 J.C. deS. 71% 71% 53% NC

489 D.R. 85% 85% 115% 115%
490 L. F.F. 51% 51% 46% NC 73%
491 W.V. S 50% 50% T2% 72%
492 | AH S.N. 50% 50% 70% 70%
493 M A A 50% 50% 152% 152%
494 E. 1S 100% 100% 75% 75%
495 P.H S. 60% 60% 71% 71%
496 M A C 85% 85% 166% 166%
497 A B.F. 50% 50% 104% 104%
498 | EG.MR 60% 60% 91% 91%
499 A LM 60% 60% 108% 108%
500 | M MP. A 79% 79% 160% 160%
501 M. S.B. 100% 100% 73% 73%
502 1.O.P. 100% 100% 80% 80%
503 N.S. M. 126% 126% 82% 82%
504 W.C.F. 36% NC 69% 69%
505 A deS. 32% 100% 100% 77% 77% 64%
506 L.P. 50% 50% 135% 135%
507 JAS T 79% 79% 139% 139%
508 1.C. 63% 63% 145% 145%
509 RC 50% 50% 75% 75%
510 | MP.M.C. 100% 100% 100% 100%
511 W.R S 60% 60% 102% 102%
512 P.R B. 36% 86% 86% 124% 124%
513 W.D.F.R. 63% 63% 105% 105%
514 M.R O. 100% 100% 87% 87%
515 L.daS$. 50% 100% 50% 93% 93%
316 1.D.das$. 100% 100% 95% 95%
517 1.D.M 100% 100% 131% 131%
518 E.M.3§ 63% 63% 74% 74%
519 A B 50% 30% 89% 89%
520 LR B 126% 126% 113% 113%
521 1L.C.V 57% 357% 123% 123%
522 C.AC 126% 126% 122% 122%
523 V.M. P 100% 100% 120% 120%
524 L.C. R 50% 50% 89% 89%
525 L G. 126% 126% 100% 100%
526 ABVS 100% 100% 929% 92%
527 M G. A 71% 71% 109% 109%
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528 F.L.C 117% 117% 184% NC

529 [J.deO.M 59% 59% 109% 109%
530 | M.T.F.R. 100% 100% 147% 147%
531 M. M. F. 32% 65% 65% 46% 47% 56% 49% 47%
532 | J.C.deF. 83% 83% 60% 60%
533 |AASR 71% 71% 124% 124%
534 |P. A doN. 7% 71% 96% 96%
335 A GT. 100% 100% 929 92%
536 C.AN. 509, 59% 104% 104%
537 R C.S. 50% 50% 121% 121%
538 1.G.S. 100% 100% 80% 80%
539 | ARLM 55% 55% 105% 105%
540 L.F.S. 83% 83% 96% 96%
541 W. M. 71% 71% 69% 69%
542 D.P.S. 83% 83% 124% 124%
543 | A daS.B. 71% 71% 130% 130%
544 A M. 83% 83% 70% 70%
545 L.B.N. 71% 71% 123% 123%
346 | W.C.G.H. 28% 57% 57% 80% 80%
547 H. S. 100% 100% 131% 131%
548 1.F. 76% 76% 115% 115%
349 | 0.daC.J. 87% 87% 84% 84%
550 E.daC. 100% 100% 84% 84%
551 | JLP.O.N. 64% 64% 115% 115%
552 LAR 87% 87% 100% 100%
553 E C. R 100% 100% 55% 69% 62%
554 L. V.G 87% 87% 107% 107%
555 E.R E. 57% 57% 105% 105%
556 | C.AD.B. 87% 87% 81% 81%
557 | N.F.daS. NR NC 90% 90%
558 | A C.da§$. 100% 100% 81% 81%
359 LR das. 37% 87% 168% 168%
560 R.C. 76% 76% 90% 90%
561 0.].C. 66% 66% 77% 77%
562 | W.deS.L. 66% 66% 153% 153%
363 M. A. C. 35% 60% 60% 56% 55%, 555% | 148%
564 J.S.S. 76% 76% 117% 117%
565 J.F.L. 46% 113% 113% 128% 128% 87%
566 U.D.F. 66% 66% 849 84%
567 | I dosS. A 76% 76% 93% 93%
368 | R.D.SM. 57% 57% 86% 86%
569 W.A V. 92% 2% 81% 81%
570 V. A 120% 120% 103% 103%
571 [ L.R.da8. 120% 120% 118% 118%
572 1de A 85% 85% 108% 108%
573 R A G. 85% 83% 112% 112%
574 E.C.C. 85% 85% 103% 103%
375 | L.C.daS. 85% 85% 106% 106%
576 A H M 100% 100% 131% 131%
577 | A A daS. 859, 85% 144% 144%
578 A TD. 85% 85% 99% 99%
579 { N A deL. 85% 85% 75% 75%
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580 A TF. 60% 60% 69% 69%
581 L.C.S A 85% 85% 108% 108%
582 L.F. 85% 85% 101% 101%
583 V. M. 71% 71% 128% 128%
584 AN S 100% 100% 127% 127%
585 S.S.F. 50% 30% 69% 69%
586 M.R C. 39% 46% 42.5% 75% 75% 52%
587 E.L. da8, 60% 60% 126% 126%
588 [ WRT.M 60% 60% 67% 67%
589 V. S 87% 87% 138% 138%
590 LE M.S. 87% 87% 102% 102%
591 M. A B. 66% 66% 104% 104%
592 HCG 100% 100% 94% 94%
593 P.daP. 115% 115% 129% 129%
594 L.O.L. 100% 100% 114% 114%
595 W.A B. 87% 87% 83% 83%
596 R F. 87% R7% 91% 91%
597 R C. 87% 87% 82% 82%
598 W.C. B, 76% 76% 98% 98%
599 E.M. D. 2% NC 115% 115%
600 IL.N.B. 76% 76% 66% 66%
601 W.C.B. 87% 87% 115% 115%
602 V. A S 100% 100% 98% 98%
603 M A A S. 100% 100% 81% 81%
604 | W.L.R S 87% 87% 71% 71%
605 L. G.deS. 87% 87% 118% 118%
606 JO.deS. 66% 66% 849% 84%
607 V. V.B. 100% 100% 95% 95%
608 L.R G. 100% 100% 63% 68%
609 | G.C.deL. 115% 115% 136% 136%
610 D A A 66% 66% 81% 81%
611 C.B.M. 76% 76% 146% 146%
612 R M S. 79% 79% 76% 76%
613 D.deS. 100% 100% 102% 102%
614 C.AM. 79% 79% 124% 124%
615 N. de S. 63% 63% 77% 77%
616 J.C.daC. 100% 100% 83% 83%
617 | S.P.dosS. 63% 63% 109% 109%
618 L.C.F. 126% 126% 167% 167%
619 F.deL. 63% 63% 116% 116%
620 1.1 dos S. 158% NC 192%

621 R MP, 100% 100% 119% 119%
622 L.de A, 100% 100% 151% 151%
623 C.C.de A 126% 126% 86% 86%
624 L. de M, 100% 100% 149% 149%
625 V.D.G. 51% 51% 76% 76%
626 S. G 100% 100% 149% 149%
627 | E.B.da$. 100% 100% 86% 86%
628 C.MR 79% 79% 100% 100%
620 | 0.de Q. B. 79% 79% 86% 86%
630 M.F.P. 63% 63% 97% 97%
631 J.C.F. 79% 79% 128% 128%
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632 100% 100% 97% 97%
633 89% $9% 73% 73%
634 63% 63% 95% 95%
635 56% 56% 89% 89%
636 69% 69% 91% 91%
637 100% 100% 145% 145%
638 63% 63% 86% 86%
639 63% 63% 105% 105%
640 100% 100% 100% 100%
641 71% 71% 88% 88%
642 100% 100% 108% 108%
643 100% 100% 112% 112%
644 100% 100% 74% 74%
645 63% 63% 103% 103%
646 71% 71% 63% 63%
647 100% 100% 169% 169%
648 112% 112% 106% 106%
649 112% 112% 106% 106%
650 79% 79% 87% 87%
651 79% 79% 104% 104%
652 65% 65% 92% 92%
653 61% 61% 78% 78%
654 158% NC 117% 117%
635 57% 57% 124% 124%
656 55% 55% 81% 81%
657 57% 57% 92% 92%
658 100% 100% 100% 100%
659 112% 112% | 215% NC

660 57% 57% 95%, 95%,
661 59% 59% 64% 64%
662 83% 83% 151% 151%
663 100% 100% 129% 129%
664 100% 100% 73% 73%
665 71% 71% 95% 95%
666 71% 71% 163% 163%
667 71% 71% 98% 98%
668 83% 83% 69% 69%
669 120% 120% 102% 102%
670 83% 83% 83% 83%
671 71% 71% 108% 108%
672 83% 83% 78% 78%
673 32% 44% 38% 59% 45% 52%
674 71% 71% 65% 65%
675 71% 71% 107% 107%
676 79% 79% 85% 85%
677 100% 100% 63% 63%
67% 63% 63% 110% 110%
679 79% 79% 65% 65%
680 100% 100% 78% 78%
681 32% 81% 101% 101% [ 98.5%
682 60% 60% 68% 68%
683 126% 126% 108% 108%




684 J.S.D. 126% 126% 144% 144%
683 A B.dal 63% 63% 93% 93%
686 V, B, 63% 158% 158%
687 P.C.B. 33% 145% 145%
688 F AV 100% 94% 4%
68% M. dos S. 63% 88% 88%
690 * 11 das. 35% 21% 80% 80%
Lipémico
691 M A S 116% 116% 90% 90%
692 L. P.daS. 100% 100% 124% 124%
693 J.P.dos S 76% 76% 91% 91%
694 C.G. 55% 55% 111% 111%
695 B.deL. G 66% 66% 119% 119%
696 1. B. 58% 58% 76% 76%
697 0. 5. 8. 00% 66% 69% 69%
698 L. V.B.R 132% 132% 90% 90%
699 F. 1P 132% 132% 100% 100%
700 G.B.S.F 100% 100% 122% 122%
701 L.R N. 115% 115% 130% 130%
702 R R.F, 85% 35% 106% 106%
703 LACM 100% 100% T4% 74%
704 AG 120% 120% 113% 113%
7035 W.F 60% 60% 98% 98%
706 A dos §. 50% 50% 953% 95%
707 LCRQ 85% 8% 26% 86%
708 LARG 120% 120% 124% 124%
709 G. A C. 85% 85% 90% 90%
710 J.L.da8. 60% 60% 119% 119%%
711 A L deO 1% 71% 104% 104%
712 F.P. T1% 71% 105% 105%
713 O.H.deL. 13% 25% 19% 52% 57% 56% 35% 89%
714 RNAO 60% 60% T2% T2%
F15 V.JLFP 71% 1% 83% 83%
716 L.B. D, 7% 71% 94% 94%
717 M, V. 60% 60% 86% 86%
718 O.P.C, 85% 85% 6% 76%
719 J.B.daC. 72% 2% 96% 96%
720 A M S, 85% 85% §2% 82%
721 M. V.S 100% 100% 74% 74%
722 LR R 100% 100% 66% 66%
723 1. C. S 112% 112% 91% 91%
724 V.M. 83% 83% 80% 80%
725 M.F 123% 123% 58% 73% 63.5%
726 D.T. 91% 91% 35% 94% 94%
727 V.C.R, 112% 112% 147% 147%
728 V.F.M. 21% 91% 86% 86%
729 J.B. de§ 64% 64% 69% 69%
730 LC N 76% 76% 65% 65%
731 M AR 91% 21% 82% 82%
732 V.A N 76% 6% 80% 80%
733 A C.da8, 69% 69% 86% 86%
734 AAL 55% 55% 81% 81%
735 V.F.del 91% 21% 85% 85%
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736 R V.G. 83% 83% 94%, 94%
737 S.F.C. 112% 112% 68% 68%
738 B. dos §. 91% 91% 88% 88%
739 | E.F.V.C. 112% 112% 88% 88%
740 D. M. 100% 100% 84% 84%
741 [ E.A das. NR 55% 101% 101%
742 R. dos S. 76% 76% 6% 121% 121% 64%
743 | C. A G. S 91% 91% 75% 75%
744 | R P.del. 89% 89% 106% 106%
745 A F.R 89% 89% 74% 74%
746 D.R V. 89% 89% 110% 110%
747 M. S. V. 79% 79% 82% $2%
748 M.L. 63% 63% 57% NC

749 L. M. 112% 112% 127% 127%
750 AT 126% 126% 122% 122%
751 LR G. 100% 100% 79% 79%
732 | A 7. dosS 89% 89% 71% 1%
754 A N.P. 89%, 89% 92% 92%
755 { R.F.da8. 100% 100% 115% 115%
756 R.C.P. 79% 79% 111% 111%
757 I.P.N. 71% 71% 122% 122%
758 J.C.O. 100% 100% 87% &7%
759 | AF. deG 100% 100% 81% 81%
760 1.B.G. 71% 71% 75% 75%
761 | J. M. deS. 79% 79% 102% 102%
762 K. D. V. 89% 89% 97% 97%
763 |RATC 71% 71% 120% 120%
764 | D.A da$§ 56% 56% 82% 82%
765 A L M. 55% 55% 100% 100%
766 J.ES. 27% 107% 107% 95% 95%,
767 A A S 135% 135% 106% 106%
768 V.deJ. 112% 112% 105% 105%
769 1 C. 56% 56% 63% 63%
770 C.D.M 100% 100% 146% 146%
771 C.Z 83% 83% 138% 138%
772 J1.C.da$. 135% 135% 97% 97%
773 C.1F 65% 65% 71% 71%
774 M A B 123% 123% 74% 4%
775 W.L R 135% 135% 102% 102%
776 C.C.C. 100% 100% 74% 74%
777 | 8.G.da8. 123% 123% 92%, 929
778 | T.G.S.C. 52% 74% 74% 83% R3% 79%
779 E.C.O 123% 123% 85% 85%
780 G.D.M 76% 76% 120% 120%
781 J.D.da$. 112% 112% 128% 128%
782 | E.L.de$§ 112% 112% 124% 124%
783 E.N. 100% 100% 87% 87%
784 M AO 123% 123% 107% 107%
785 | 1.D.daC. 135% 135% 85% 85%
786 J.E.B. 112% 112% 139% 139%
787 | E. A . deF 120% 120% 109% 109%
788 R R 85% 85% 79% 79%
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789 R AL 160% 100% 129% 129%
790 C.A GV 35% 85% 1153% 1153%
791 LAF, 56% 56% 70% 70%

792 L.R.F. 100% 100% 92% 92%

793 C.RR 35% 85% 163% 163%
794 R A'S. 100% 100% 34% 84%

795 E.A B 71% 71% 125% 125%
796 L.D. 120% 120% 113% 113%
797 M O.G. 8. 85% 85% 150% 150%
798 E.R 100% 100% 3% 73%

799 CRT 85% 85% T7% 77%

300 G.LV, 120% 120% 239% NC

801 M.D. 85% 85% 167% 107%
802 G. A B 120% 120% 112% 112%
803 5.Q. 8. 71% 71% 155% 155%
804 A D.P 85% 85% 118% 113%
805 E. S. 71% 71% 36% 36%

806 D.deO. 60% 60% 80% 80%

307 MB.AC 60% 60% 120% 120%
803 G. MG 120% 120% 125% 125%
809 M. A C. 60% 60% 103% 105%
810 F.C. 8. 1% 71% 113% 115%
811 JAR 120% 120% 170% 170%
812 R H 120% 120% 85% 85%
813 1P 100% 100% 145% 145%
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Cofator de Ristocetina

Os resultados do cofator de ristocetina mostraram uma distribui¢do normal mesmo quando
separados pelo grupo sangiiineo. Os cdlculos do desvie lateral (Skewness) para o cofator de
ristocetina, nos grupos O ¢ Nio O foram 0,479 e 0,364, respectivamente. Os calculos da
concentragio (Kurtosis) para o cofator de ristocetina nos grupos O e Nédo O foram 0,568 e —

0,429, respectivamente.

A anilise da média e desvio padio do cofator de ristocetina, separando-se os doadores de acordo
com o grupo sangiiineo estio apresentados na Tabela 4 ¢ Grifico 1. A analise estatistica mostrou

uma diferenca estatisticamente significativa entre o grupo O e Néo O (p<0.01).

O grupo geral mostrou uma média de 84%, com um desvio padréo de 23%. Diante desse

resultado, a faixa definida como normal a partir de 1,5 desvios padrées, foi de 49,5% a 118,5%.

A variagio normal do cofator de ristocetina para o grupo O e o grupo néo O, levando-se

em conta 1,5 desvios padrBes, foi de 48 a 116%, e de 51,5 a 122,5%, respectivamente.

O resultado da variagio normal nos grupos O e nio O de acordo com os percentis 2,5 e
97.5 foi de 48,7 a 132% ¢ 50 a 138%, respectivamente.

Tabela 4. Correlaciio entre o Tipe Sangiiineo e a Dosagem do Cofator de Ristocetina
Tipo O Tipo Ndo O Tipo A Tipo B Tipo AB
(n=387) (n=396) (n=285) (n=88) (n=23)
Média 82% 87% 86% 88% 91%
Desvio Padrio 22,6% 23,6% 23% 23% 26%
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Grifico 1.  Correlaciio entre o Tipo Sangiiineo ¢ a Dosagem do Cofator de Ristocetina
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Fator VIII

Os resultados do fator VIII mostraram uma distribuigdo normal mesmo quando separados
pelo grupo sangiiineo. Os calculos do desvio lateral (Skewness) para o fator VIII, nos grupos O e
Nio O foram 0,990 e 0,587, respectivamente. Os calculos da concentragdo (Kurtosis) para o fator

VIII nos grupos O e Néo O foram 1,72 e 0,188, respectivamente.

A analise da média e desvio padrido do fator VIH, separando-se os doadores de acordo com o
grupo sangiiineo estio apresentados na Tabela 5 e Grafico 2. A andlise estatistica mostrou uma

diferenga estatisticamente significativa entre o grupo O e ndo O (p<0.01).

O grupo geral mostrou uma média de 106%, com um desvio padrdo de 28%. Diante desse

resultado, a faixa definida como normal a parti de 1,5 desvios padries, foi de 64% a 148%.

A variagio normal do fator VIII para o grupo O e o grupo nfo O, levando-se em conta 1,5

desvios padrdes, foi de 62 a 138% para o grupo G, e de 70,4 a 155,5% no grupo Nao O.

O resultado da variagfo normal nos grupos O e ndo O de acordo com os percentis 2,5 €
97,5 foi de 60 a 170% e 64 a 176%, respectivamente.

Tabela 5. Correlaciio entre o Tipo Sangiiineo ¢ a Dosagem do Fator VIII

Tipp O  Tipondo O  Tipo A Tipo B Tipo AB
(n=387) (n=396) (n=285) (n=88) (n=23)
Média 100% 113% 110% 121% 115%
Desvio Padrdo  254% 28.4% 28% 28% 30%
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Grifico 2. Correlacio entre o Tipo Sangiifneo e a Dosagem de Fator VIII
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Prevaléncia da vWD

A analise das respostas a0 questionario quanto a historia pessoal de sangramento, revelou
que 72 doadores (9.05%) tinham uma ou mais queixas positivas, caracterizadg por equimoses
frequentes (1,63%), epistaxe (6,66%), gengivorragia (6,03%), sangramento prolongado apos

ferimento cortante (0,12%), extragdo dentéria (3,64%) ou cirurgias (0,75%).

A analise do antecedente familiar revelou que 32 doadores (4,1%) apresentaram historia

familiar positiva.

Sete doadores(0,89%) apresentaram antecedente pessoal e familiar de sangramento.

Baseado nos critérios para o diagndstico de vWD, 13 individuos dessa populagio,
constituida por 795 homens doadores de sangue foram considerados como portadores dessa
doenga, indicando portanto, uma prevaléncia de 1,63%. Quando tambem consideramos a dosagem
do antigeno de vWE, essa prevaléncia foi de 1%.

Fncontra-se em anexo 3 o resultado da dosagem do cofator de ristocetina, fator VIII e
antigeno do vWF, nos doadores de sangue com diagndstico confirmado de vWD.

No anexo 4, encontra-se o resultado da dosagem do cofator de ristocetina, fator VIII e

antigeno do vWF, nos doadores de sangue com provave! diagndstico de vWD.




Identificacio e Determinacdo da Freqiiéncia Alélica dos 3 VNTRs em

Caucasoides e Pacientes com vWD

VNTR-3

A Figura 7 demonstra o padrdo dos gendtipos homozigotos encontrados na populag¢ao

~

caucasoide para o VNTR3. Como pode ser observado, detectou-se 3 padrdes diferentes de

homozigotos

(=

W Wl

Figura 7: Demonstragio dos 3 Padrdes Homozigotos Encontrados na Populacio Caucaséide

para o YNTR-3

Nas linhas 1 e 8 encontra-se o marcador de peso molecular Ladder 100pb da Pharmacia. Na

linha 15 encontra-se o Pool, feito a partir da mustura de 2ul de cada Homozigoto

encontrado.

Apés o seqilenciamento desses 3 padrdes homozigotos, determinamos o numero de

repeticdes ATCT e o tamanho do fragmento da PCR em pares de bases, como mostra a Figura 8.
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ce-71(+) cc-08(+) cc-19(+)
GATC GATC GATC

] Figura 8: Seqiienciamento dos 3 Padroes

- Homozigotos da Populacio Caucasoide

- — cc-71 com 12 repetigdes ATCT em seqiiéncia
| no sentido 5" 3’ A comparagdo do numero
dessas repetigdes ATCT com as do gene do
vWF, que também possui 12 repetigdes, e
tamanho de fragmento de 154pb do Primer
VNTR 3A ao VNTR 3B, demonstra que esse
padrao homozigoto também tem 154 pb.

.~ cc-08 com 9 repeti¢des ATCT em seqiéncia
. no sentido 5°—> 3°. Esse homozigoto possui 3
repeticoes ATCT a menos do que o gene do
vWF, e portanto, um fragmento de PCR de
142 pb.

| — cc-19 com 11 repeticdes ATCT em seqiiéncia
I no sentido 5’— 3’. Esse padrido homozigoto
apresenta um fragmento de PCR com
tamanho de 150 pb.

A partir dos dados obtidos com estes 3 padrdes homozigotos, confeccionou-se 0 nosso
proprio marcador de peso molecular, misturando uma aliquota da PCR de cada um dos padrdes
de homozigotos ao Marcador Ladder Pharmacia. Para tornar esse marcador “caseiro” o mais
informativo possivel na regido de 100 a 200 pb, regido que compreende todos os fragmentos da
PCR obtidos com os primers do VNTR-3, incluimos também uma aliquota de PCR de um padrdo
homozigoto, com 178 pb, referente ao VNTR-2.

Esse marcador, designado Ladder J-2, permitiu identificar o tamanho e o numero de
repetigdes de todos os alelos dos padrdes heterozigotos do VNTR-3, como mostra a Figura 9.
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Figura9: Determinacio do Tamanho dos Fragmentos da PCR de Heterozigotos para os
VNTR-3
Da esquerda para a direita: Ladder J-2, cc-49 (134/150pb), cc-05 (138/146pb),
cc-50 (142/158pb), Ladder J-2, cc-12 (146/154pb), cc-07 (150/158pb), cc-21
(138/154pb), cc-27 (138/158pb), cc-22 (142/162pb), Ladder J-2.

A Tabela 6 discrimina o tamanho dos fragmentos da PCR e o respectivo nimero de

repetigdes de ATCT.

Tabela 6. Correlacdo entre o Tamanho dos Fragmentos da PCR e o Numero de

Repeticoes ATCT - VNTR-3

Tamanho dos 134pb | 138pb | 142pb | 146pb | 150pb | 154pb | 158pb | 162 pb
Fragmentos

N° de repetigdes | 7ATCT | 8ATCT | 9ATCT |10 ATCT |11 ATCT |12 ATCT| 13 ATCT | I4 ATCT

Apos a identificagdo dos padrdes obtidos, procedeu-se a genotipagem dos controles e de
pacientes com vWD.

O resultado dos genotipos obtidos nos controles estdo apresentados no anexo 5. O célculo
da heterozigozidade esperada foi de 81.27%, e da encontrada foi de 86.27% (p=0.57), indicando
que a amostra esta em equilibrio de Hardy-Weinberg em relacdo a esse loco.

A seguir, a Tabela 7 apresenta as freqiiéncias alélicas do VNTR-3 no grupo controle

caucasoide e nos pacientes com vWD:
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Tabela 7. Freqiiéncias Alélicas do VNTR-3 nos Controles e em Pacientes

Alelo N° de repeticoes Controles Pacientes
{pb) Total de alelos = 102 Total de alelos = 50
(%) (%)
134 7 0,98 0
138 8 0,80 6
142 9 13,72 14
146 10 26,47 30
150 11 27,45 20
154 12 12,74 24
158 13 6,86
162 14 1,96

A Tabela 8 apresenta a distribuigio dos genotipos para os alelos do VNTR-3 em controles

caucasoéides e pacientes com vWD.
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Tabela 8. Distribuiciio dos Gendtipos para os Alelos do VNTR-3 em Controles ¢ em

Pacientes
Genoétipo Controles Pacientes
(rb) (n=151) (n=25)
134/ 150 1 0
138/ 146 3 1
138/150 4 1
138/ 154 2 0
138 /158 1 1
142 /142 1 1
142 / 146 6 0
142 /150 5 1
142 / 154 0 3
142/ 158 0 1
142/ 162 1 0
146/ 146 3 4
146 / 150 5 1
146/ 154 3 4
146/ 158 4 1
150 /150 3 2
150 7 154 6 3
150 /158 1 0
1547154 0 1
154 /158 1 0
154 /162 1 0
Porcentagem de homezigotos 13,72% 32%
Porcentagem de 86,27% 68%

heterozigotos

O teste do ¥ ndo revelou diferenca significativa entre a propor¢gio de homozigotos e

heterozigotos entre os controles e pacientes (y corrigido = 2,477; P = 0,1155).
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VNTR-2
A Figura 10 demonstra o padrdo dos genétipos homozigotos encontrados na populagido

caucasoide para o VNTR2. Como pode ser observado, detectou-se 2 padrdes homozigotos

diferentes.

is?

e u wiﬁi w - “ l“ ad ‘“” N s s

Figura 10: Demonstracio dos 2 Padrdes Homozigotos Encontrados na Populacio
Caucasoide para o VNTR-2
Da esquerda para a direita: Marcador de peso molecular ¢x-174, cc-25, cc-26,
ce-52, ce-15, cc-28, cc-38, cc-03, cc-22, Pool, Ladder 100 pb Pharmacia, cc-27,
cc-32, cc-53, cec-41, cc-49, e ce-51.

Pool: mistura de 3ul de cada homozigoto: cc-22, cc-41, cc-52, cc-53, e cc-03.

Ap6s o seqienciamento desses 2 padrdes homozigotos, determinou-se o numero de

repetigdes ATCT e o tamanho do fragmento da PCR em pares de bases, como mostra a Figura 11.
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ce-41(+) cc-S2(+)
GATCGATC

Figura 11: Seqiienciamento dos 2 Padrdes Homozigotos
da Populacio Caucasoide para os VNTR-2

— cc-41 com 11 repetigdes ATCT em seqiiéncia no

sentido 5’—3’. O tamanho do fragmento seqlienciado

foi de 182 pb. A comparagio do numero dessas

repetigdes ATCT com as do gene do vWF. que

11
: também possui 11 repeti¢cdes, e tamanho de fragmento

de 182 pb do Primer VNTR 2A ao VNTR 2B,
confirma que esse padrdo homozigoto tem 182 pb.

— cc-52 com 10 repetigdes ATCT em seqiéncia no
sentido 5’—3’. Esse padrdo homozigoto possui 10

repeticdes ATCT, e um tamanho de 178pb.

A partir dos dados obtidos com estes 2 padrdes homozigotos, confeccionou-se 0 nosso
proprio marcador de peso molecular, misturando uma aliquota da PCR de cada um dos padrdes
homozigotos a0 Marcador Ladder Pharmacia. Para tornar o nosso marcador “caseiro” o mais
informativo possivel na regido de 100 a 200 pb, regido que compreende todos os fragmentos da
PCR obtidos com os primers VNTR-2, incluimos também uma terceira amostra de padrido
homozigoto, com 154 pb, referente ao VNTR-3.

Esse marcador, designado Ladder .J-3, permitiu identificar o tamanho e o numero de

repeti¢des de todos os alelos dos padrdes heterozigotos do VNTR-2, como mostra a Figura 12
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Figura 12:
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200bp ¢
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Determinac¢io do Tamanho dos Fragmentos da PCR de Heterozigotos para os

VNTR-2.

Da esquerda para a direita: Ladder J-3, viv-23 (166 / 178pb), cc-48 (170 / 182pb),
cc-19 (174 / 178pb), cc-18 (178 / 194pb), Ladder J-3, cc-35 (182 / 194pb), cc-14
(178 / 186pb), cc-34 (178 / 190pb), e cc-24 (170 / 194pb).

A Tabela 9 discrimina o tamanho dos fragmentos da PCR e o respectivo namero de
repetigdes ATCT, do VNTR 2.

Tabela 9:

Correlacio entre o Tamanho dos Fragmentos de PCR e o Nimero de
Repeti¢oes ATCT — VNTR-2

Tamanho dos | 166 pb 170 pb 174 pb 178 pb 182 pb 186 pb 190 pb 194 pb
Fragmentos
N° de 7ATCT | 8 ATCT | 9 ATCT | 10 ATCT | 11 ATCT | 12 ATCT | 13 ATCT | 14 ATCT
repeticdes

Apos a identificacio dos padrdes obtidos, procedeu-se a genotipagem dos controles e de

pacientes com vWD.
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Os resultados obtidos nos controles estdo apresentados no amexo 6. O calculo da
heterozigozidade esperada foi de 70,01%, e da encontrada foi de 66,66% (p = 0,84), indicando
que a amostra esta em equilibrio de Hardy-Weinberg em relagfio & esse loco.

A Tabela 10 apresenta as freqiiéncias alélicas do VNTR-2 no grupo coiitrole caucasoide e

nos pacientes com vwWD.

Tabela 10:  Fregiiéncias Alélicas do VNTR-2 nos Controles e em Pacientes

Alelo N°® de repetigdes Controles Pacientes
(phb) Total de alelos = 102 Total de alelos = 50
| (%) (%)
166 7 0 2
170 8 7,84 6
174 9 0,98 2
178 10 34,31 50
182 11 42,15 30
186 12 4,90 2
190 13 5,88 8
194 14 3,92 0

A Tabela 11 apresenta a distribuigdo dos gendtipos para os alelos do VNTR-2 em

controles caucasodides e pacientes com vWD.
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Tabela 11: Distribuicio dos Genétipos para os Alelos do VNTR-2 em Controles ¢ em

Pacientes

Gendétipo Controles Pacientes
(pb) (n =51) {n=25)
166/ 178 0 1
1707174
1707178
170/ 182
170/ 186
1707190
170/ 194
174/ 178
178 / 178
178 /182
178/ 186
178 / 190
178 /194
182/182
182 /186
182 /190
182/ 194

00 e = N @ WO
P SR S o S 5 B e B e e s T B = = T - s v B e

b b W MDD = B2 B

Porcentagem de Homozigotos 33,33% 40%
Porcentagem de Heterozigotos 66,66% 60%

O teste do x2 nio revelou diferenca significativa enire a proporgio de homozigotos e

heterozigotos entre os controles e pacientes (x2 corrigido = 0,100 P =10,7524)
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VNTR-1

Para 0 VNTR 1 houve apenas um padrdo homozigoto, como mostra a Figura 3.

ot e 6 e M v b bt s e 1 0

Figura 13: Demonstracio do Unico Padrio Homozigoto Encontrade na Populagio

Caucasdide para o VNTR-1
Da esquerda para a direita: Marcador de peso molecular Ladder 100pb Pharmacia,

ce-1, cc-4, cc-6, cc-9, ce-11, ce-15, cc-20, cc-22, Ladder 100pb Pharmacia, cc-27,
cc-30, cc-39, cc-41, cc-49, ce-50, ce-51, e ce-53.

Apos o seqiienciamento, verificou-se 7 repetigdes ATCT em seqiiéncia no sentido 5°—3°, com

um tamanho de 102 pb, Figura 14.
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ce-15 (+)

Figura 14: Seqiienciamento do Unico Padrio Homozigoto Encontrado na Populagio

Caucasoide para os VNTR-1

—  ¢c-15 com 7 repetigdes ATCT em seqiiéncia no sentido 5’—3°. O tamanho do
fragmento seqienciado foi de 102pb. A comparagdo do numero dessas
repetigdes ATCT com as do gene do vWF, que também possui 7 repeti¢gdes no
sentido 5’—3, e tamanho de fragmento de 102 pb do Primer VNTR 1A ao
VNTR 1B, confirma que esse padrdo homozigoto tem 102 pb.

O marcador de peso molecular para o VNTR 1 foi realizado, misturando-se uma amostra
desse padrio homozigoto ao Marcador Ladder Pharmacia. Para tornar o nosso marcador
“caseiro” o mais informativo possivel na regido de 100 a 200 pb, regido que compreende todos os
fragmentos da PCR obtidos com os primers VNTR-1, incluiu-se também uma segunda amostra

de um padrdo homozigoto, com 142 pb, referente ao VNTR-3.

Com este marcador, que recebeu a designagdo Ladder J-5, foi possivel determinar o

tamanho e o numero de repeti¢des de todos os padrdes heterozigotos do VNTR-1, Figura 15.
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Figura 15: Determinac¢io do Tamanho dos Fragmentos da PCR de Heterozigotos para os

VNTR-1
Da esquerda para a direita: Ladder J-5%*, cc-50, cc-37, cc-16, vW-35, cc-23, cc-21,

cc-05, ce-35, cc-18, vW-75 e Ladder J-5*.

A Tabela 12 discrimina o tamanho dos fragmentos da PCR e o respectivo numero de

repetigdes ATCT, do VNTR 1.

Tabela 12:  Correlacio entre o Tamanho dos Fragmentos da PCR e o Numero de

Repeti¢oes ATCT — VNTR-1

Tamanho dos 98 pb 102 pb 106 pb 110 pb 114 pb 118 pb 122 pb 126 pb 130 pb
Fragmentos
N° de repeticdes | 6 ATCT | 7ATCT | 8 ATCT | 9ATCT |10 ATCT | 11 ATCT | 12 ATCT | 13 ATCT | 14 ATCT

Apos a identificagio dos padrdes obtidos, procedeu-se a genotipagem dos controles e de

pacientes com vWD.

Os resultados obtidos nos controles estio apresentados no amexo 7. O calculo da

heterozigozidade esperada foi de 64,07%, e da encontrada foi de 66,6% (p = 0,92), indicando que

a amostra esta em equilibrio de Hardy-Weinberg em relagdo a esse loco.
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A Tabela 13 apresenta as freqiiéncias alélicas do VNTR-1 no grupo controle caucasoide e

nos pacientes com vWD:

Tabela 13; Freqiiéncias Alélicas do YNTR-1 nos Controles ¢ em Pacientes

Alelo N’ de Cantroles Pacientes
(pb) repeticdes Total de alelos =102 Total de alelos = 50
(%) (%)
98 6 9,80 10
102 7 56,86 48
106 8 0,98 6
110 9 0,98 2
114 10 11,76 12
118 11 11,76 14
122 12 6,86 6
126 13 0,98 0
130 14 0 2

A Tabela 14 apresenta a distribuigio dos genétipos para os alelos do VNTR-1 em

controles caucasoides e pacientes com vWD.
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Tabela 14:  Distribuicio dos Genétipos para os Alelos do VNTR-1 em Controles e em

Pacientes

Genétipo Controles Pacientes
(pb) (n=31) (n=25)
98 /102 6 3
98/ 114 1
98/118 2
98/122
102 /102
102/ 106
102/ 110
102/114
102/118
102 /122
102/126
106/ 106
110/ 114
114/ 118
114/122
118/118
118/122
118/ 130

Q -

- O = Qe D e O W N e = A D e e

L = BT TS e R Y = T = o R

% Homozigotos 33,33% 28%
% Heterozigotos 66,66% 2%

O teste do y* nfio revelou diferenca significativa entre a proporgio de homozigotos e

heterozigotos entre os controles e pacientes (%° corrigido = 0,043 P =0,8358)
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Anilise do Desequilibrio de Ligacio dos 3 VNTRs nos Controles Caucasdides e

Pacientes com vWD

Teste de Desequilibrio de Liga¢fio para todos os pares de locos (Caucaséides/VNTR-
1, 2 e 3) com o auxilio do programa ARLEQUIN (*).

Esse programa permite estimar a freqiiéncia dos haplotipos a partir de dados genotipicos
com fase gamética desconhecida, e permite calcular um valor de P exafo para o desequilibrio de
ligagdio de modo andlogo ao teste exato de Fisher, aplicado a uma tabela de contingéncia de
tamanho arbitrario.

Os valores calculados de P, para cada par de locus, seguem abaixo:

Entre o par VNTR-3 e VNTR-1:
P =0.302065 +0.00141

Entre o par VNTR-3 e VNTR-2:
P =000105 +0.00011

Entre o par VNTR-1 ¢ VNTR-2:
P=0
O resultado dessa analise indica que os VINTR-3 ¢ 1 estdo em equilibrio de ligacdo, ou
seja, n3o existe uma associagdo preferencial entre esses alelos na populagio caucasoide (P =

0,30). No entanto, existe desequilibrio de ligag@io entre os VNTRs 3 e 2 (P = 0.00105) ¢ entre os
VNTIRs1e2(P=0).

Teste de Desequilibrio de Ligacio para todes os pares de locos (Pacientes/ VYNTR-1,
2 e 3) com o auxilio do programa ARLEQUIN.
Entre o par VNTR-3 e VNTR-1:
P =0464341 £0.00161663

Entre o par VNTR-3 ¢ VNTR-2:
P =0.0236992 #0.000394529
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Entre o par VNTR-1 ¢ VNTR-2:
P =0.073873 +0.000781232

A andlise demonstra que os pares VNTR-3 e 1 ¢ VNTR 1 e 2 estfio em equilibrio de ligagdo, ou
seja, ndo existe uma associagdo preferencial entre esses alelos na populagio de pacientes (P =
0,464341 ou 46%;, P=0.073873 ou 7.3%, respectivamente). Jao o par VNTR-3 e 2 estio em
desequitibric de ligag#o.

Anilise do Equilibrio de Hardy-Weinberg para os 3 VNTRs nos Pacientes com vWD
(ARLEQUIM):

VNTR-3: P=0.21035 +0.00096
VNTR-1: P =10.74367 20.00110
VNTR-2: P=0.01491 #0.00023

A analise indica que a distribuigio dos VNTRs 3 ¢ 1 estio em equilibrio. Em relacio ac
loco VNTR-2, o fato de ndio estar em equilibrio de Hardy-Weinberg pode ser decorrente do
tamanho da amostra. No entanto, embora nio significativo, observa-se um “excesso” de alelos de
178pb desse VNTR nos pacientes (50% dos alelos) em comparagdo com os cc’s (34,31% dos
alelos). Teste do % (corrigido) = 2,080 P =0,1493
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Tabela 15: Distribuicio das Freqiiéncias dos Haplétipos para os 3 VNTRs do Intron 40
do gene do vWF em Pacientes ¢ Controles Caucasdides, Estimadas pelo
Método de “maximum-likelihood estimation”, com Auxilio do ‘software’
ARLEQUIN

Controles caucasdides Pacientes com vWD
Haplétipo VNTR Fregiiéncia Desvio Freqiiéncia Desvio
(3.1e2) Padrioe Padriio
1 101010 0.0216 0.01396 0.06G00 0.03319
2 101011 - - 0.020090 0.02207
3 101110 0.01343 0.01345 0.02000 0.02440
4 1011 11 0.03338 0.01654
5 101212 0.00980 0.00973
6 1012 14 0.00080 0.00972
7 1068 0.01043 0.01226 0.02858 0.02747
8 106 10 - - 0.02000 0.02594
9 16710 0.10792 0.03669 0.13142 0.05247
10 10711 0.04612 0.02516
11 10712 0.01221 0.01025
12 101311 - - (.02000 0.02515
13 11107 - - 0.02000 0.01971
14 111010 0.04943 0.02603
15 111012 0.01720 0.01251
16 11119 0.00930 0.00875
17 111111 - - 0.64000 0.02969
18 1168 0.02365 0.01541
19 1179 - - 0.02000 0.02087
20 11710 0.02796 0.02040 0.04000 0.02757
21 11711 0.13666 0.04086
22 11810 - - 0.04000 0.02554
23 11812 0.00930 0.01014
24 11910 - - 0.02000 0.01407
25 111211 - - 0.02000 0.02159
26 121210 0.03922 0.01507
27 121211 - - 0.02000 0.02334
28 121213 - - 0.02000 0.02262
29 12610 0.00980 0.01146
30 12611 - - 0.02000 0.02009
31 1268 0.02879 0.01772 0.03142 0.03135
32 12710 0.02023 0.01477 0.108358 0.05194
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33 12711 0.00980 0.01061 0.04000 0.03237
34 1278 0.00980 0.01028
35 12911 0.00980 0.016067
36 131110 0.01201 0.01013
37 1313 14 0.00980 0.01013
38 13638 0.00576 0.00765
39 13710 0.01769 0.01708
40 13711 0.02336 0.01536 0.02000 0.02196
41 13712 - - 0.02000 0.01689
42 131910 - - 0.02000 0.02211
43 1410 10 0.00930 0.00960
44 147 10 0.00980 (.00993
45 7711 0.00980 0.00790
46 81013 0.00980 0.01030
47 81014 0.00980 0.00849
43 81113 0.03922 0.02100 0.06000 0.03046
49 31114 0.00980 0.01116
50 : 81213 (.00980 0.00762
51 8711 0.01961 0.01619
52 9610 6.00800 0.00817
53 9611 ¢.01161 0.01183
54 9710 0.01585 0.01216
55 9711 0.10180 0.02824 0.10000 0.04218
56 9810 - - 0.02000 0.01490
57 91110 - - 0.02000 0.02652

(*) - Schneider S, Kueffer JM, Roessli D, Excoffier L : Arlequin ver. 1.1 : A sofiware for
population genetics data analysis. Genetics and Biometry Laboratory, University of Geneva,
1997.

Estudo da Segregacio em Familias com Doenca de von Willebrand

Apos a determinagdo do genotipo dos 3 VNTRs nos pacientes e familiares, analisou-se a
segregagdo entre algum alelo ou haplotipo e a doenca, em cada uma das familias. Nos anexos 8,
9 ¢ 10, encontram-se tabelas que mostram os resultados obtidos da genotipagem dos VNTRs 3, 2
e 1, respectivamente, nas familias com vWD.

No amnexe 11 encontram-se¢ os heredogramas das familias estudadas, assim como o
genotipo dos 3 VNTRs.
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Esses 3 VNTRs foram analisados em 8 familias afetadas com vWD tipos I e II. Um ou
mais desses marcadores foram informativos em sete casos. (Figura 16 e 17). O VNTR 3 foi
informativo em sete familias (87.5% de informatividade), o VNTR 2 em seis familias (75% de
informatividade) e 0 VNTR-1 somente em quatro familias (50% de informatividade). Nao foram
detectadas, nestas familias, nenhuma banda diferente entre pais e filhos, o que sugere que no

nosso grupo essas repeti¢des ndo foram instaveis.

Figura 16: Andlise dos Haplétipos da Familia vW-54, através dos VNTR-1, 2 e 3. Quadrados
significam homens; os circulos representam as mulheres. A cor azul presente nos
membros 54-1, 54 and 54-5 significa pacientes com vWD tipo II. A doenga estava
ligada com os alelos 8/9/11 do VNTR-1, VNTR-2 and VNTR-3 respectivamente.
Todos os VNTRs foram informativos nesta familia
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Figura 17:

Familia vW-54

54-1 34 543 544 545 542

400bp +— &

300bp g

100bp ¢——

Eletroforese dos Produtos da PCR da Familia vW-54, VNTR-3 em gel de
Poliacrilamida Nio Desnaturante (12%), corado pelo Brometo de Etidio. O
nimero de pb do marcador do DNA ¢ indicado a esquerda. J-2 é marcador de peso
molecular, usado para identificar o tamanho e o numero de repetigdes ATCT de
cada amostra. Os numeros abaixo da figura representa o numero de repeti¢cOes

ATCT.
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Discussao
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Prevaléncia da vWD

A vWD ¢ a doenga hemorragica mais prevalente na populacio mundial. Estudos sobre a
prevaléncia da vWD inicialmente baseavam-s¢ no namero de pacientes diagnosticados
acompanhados em um centro de doengas hemorragicas, divididos pelo niimero total da populagio
acompanhada por aquele centro (BLOOM AL. 1980, NILSSON IM ef al., 1979). A limitacio
dessa andlise estd no fato de considerar que todos os potenciais pacientes da regifio foram
avaliados pelo centro em questfio, o que pode ter subestimado a prevaléncia em 3 a 10 casos para
cada 100,000 habitantes.

Um estudo epidemiologico sobre a vWD foi realizado na Itdlia por Rodeghiero et
al.,1987, em que 1218 criangas investigadas apresentaram uma prevaléncia de 0.8%. O
diagnéstico de vWD foi firmado pela associagio da diminui¢io de cofator de ristocetina no
paciente ¢ em algum familiar com historia hemorragica positiva.

Werner ef al., 1993 ao analisarem 600 criangas americanas de varias etmias, verificaram
que a prevaléncia da vWD foi de 1.3%, utilizando come critério diagnostico a presenca de
histéria hemorrégica no paciente e familiar, e a dosagem de cofator de ristocetina abaixo de 2,5
percentis da distribuico da populagio.

Ainda com relagdo a prevaléncia, o estudo de pacientes com quadro clinico hemorrigico
confirmam que a vWD ¢ a doenca mais freqiiente, principalmente nos pacientes com queixa de
sangramento cutdneo-mucoso ou apos um procedimento cirdrgico (KADIR RA et al,1988;
SHINMYOZU X et al, 1991, DIEZ-EWALD M. et al, 1991, CABRERA ME ef al, 1989,
QUIROGA T et al, 1997, EDLUND M. et al., 1996).

O tnico estudo sobre a prevaléncia da vWD realizado no Brasil, analisou o modo de
heranga e a prevaléncia da forma grave da vWD, no Estado do Rioc Grande do Sul, indicando que
em 4 casos a heranga foi recessiva e em 3 por dupla heterozigose. A freqiiéncia foi a esperada
considerando-se a populacio daquele estado, (FISCHER RR ef al., 1989).

Este estudo demonstrou que a prevaléncia da vWD nesta populagfio brasileira, composta
por 795 doadores de sangue, do sexo masculino, foi de 1,63%. Nosso grupo de estudo foi
- constifiidp presumivelmente por individuos sadios, uma vez que procuraram o Servigo para
doagfo de sangue, o que ja pressupde que nio sdo portadores de qualquer tipo de patologia. Além
disso, passaram por uma triagem antes da doagdo de sangue, e a presenca de qualquer condigfio
clinica que ndc os considerasse como sadios, foi critério de exclusdo no estudo. Este cuidado

apesar de permitir uma analise de individuos saudaveis, o que evita a inclusfio de amostras com
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niveis elevados de fator VIII secundérios a uma reagfo, pois 0 mesmo € uma proteina de fase
aguda, também pode ter levado a um viés de andlise, ndo podendo ser estendide 4 populagio em
geral.

Apesar da dosagem de fator VIII e cofator de ristocetina poder variar na vWD em
diferentes analises, nossos resultados mostraram que os individuos com esse diagndstico
apresentaram pouca variagdo. Na verdade 11 pacientes tiveram seu exames repetidamente
diminuidos numa segunda ou terceira dosagem.

A prevaléncia encontrada em nossa populagio foi muito superior a descrita nos centros
especializados de outros paises, mas semelhante ao descrito nos outros dois estudos
populacionais realizados na Italia (0,57% a 1,15%) e EUA (1,3%).

Um dos critérios empregados para o diagnostico de vWD, como a dosagem de antigeno
do vWF e a repeti¢do dos exames, foram conservadores, com ¢ intuito de reduzir a0 maximo a
inclusio de falsos-positivos. Contudo, para confirmagdio desse diagnoéstico sera importante a
convocagio dos familiares, para a demonstragio de segregacido da doenga nas familias.

Os outros trabalhos sobre prevaléncia da vWD levavam em consideragéo a histéria clinica
de sangramento, tanto do paciente como dos familiares. Caso tivéssemos incluido esse critério,
apenas 6 doadores com histéria pessoal positiva (prevaléncia de 0,75%) teriam o diagnostico
estabelecido, e se associado a histéria familiar, apenas 1 doador.

De qualquer forma, depois dos resultados laboratoriais, contatamos por telefone os 13
doadores por nds considerados como portadores de vWD e realmente ficou confirmado que a
historia hemorragica pessoal e familiar conferia com a do questionario inicial.

O fato de termos selecionado apenas homens, para investigagdo da prevaléncia, deve-se
ao fato da influéneia da variagdo hormonal sobre os niveis de fator VHI e atividade de vWF.
Tanto isso € importante, que na investigagio de mulheres de familias com vWD, a dosagem de
fator VIII e vWF ¢ realizada nos primeiros 5 dias apés a menstruagio, quando os niveis
estrogénicos estio mais baixos.

Qutro fator a ser considerado € o grupo sangiiineo, pois ¢ bem estabelecido que os
individuos do grupo O apresentam niveis reduzidos de fator VIII e vWF (Orstavik KH et al,
1985; Thomas B. Wahlberg ez al., 1980).

A quantidade de antigeno H decresce na seguinte ordem em relagdo aos grupos
sangiiineos: O, Az, B e A;. Poderiamos tentar estabelecer uma relagdo inversa entre a quantidade

de antigeno H e a concentragiio de fator VII. Contudo, apesar de nossos resultados mostrarem
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uma diminui¢go de fator VIII estatisticamente significativa no grupo O em relagio a0 ndo O, ndo
houve um escalonamento da concentragéio em relagio aos subtipos sangiiineos, de acordo com a
ordem acima descrita.

Alguns estudos referem um aumento do fator VIII em relagio a idade, provavelmente
porque refletem o estado geral de safide, que piora com o envelhecimento. Como apenas
avaliamos individuos sadios, a maior parte com idade inferior a 50 anos, nio realizamos nenhuma
avaliagiio levando em consideragio a idade.

A interpretagdo correta de resultados laboratoriais envolve niio somente a padronizagio da
coleta ¢ dos métodos, mas também do emprego de testes estatisticos adequados.

Os métodos por ndés empregados foram padronizados, utilizando-se uma curva de
calibragdo diaria, € um padrio com concentragio previamente conhecida, em relagio a um
standard internacional. Além disso foram sempre utilizados os mesmos kits comerciais e ©
mesmo equipamento.

Quanto as amostras, as mesmas foram analisadas dentro de um curto intervalo de tempo
apds sua coleta,

Para analise estatistica o primeiro passo, ¢ fundamental, ¢ verificar se as varidveis tem
distribuigdo normal. Assim, os resultados da dosagem de fator VIII ¢ cofator de ristocetina
apresentaram uma distribuigdo normal, quando analisados de acordo com o grupo sangiiineo O e
nio O, evidenciados pelos resultados obtidos da medida do desvio lateral (Skewness) e da
concentragio (Kurtosis).

Como nossa amostragem foi constituida por um grande niimero de participantes, podemos
afastar o tipo de erro que decorre de limites estreitos que podem ser encontrados na analise de um
grupo reduzido de individuos.

Para definicio da variagdo normal do fator VIH e cofator de ristocetina inicialmente
optamos pela utilizacio de 1,5 desvio padrdes, pois o objetivo era o emprego de um método
sensivel, em detrimento da especificidade, ja que se tratava de uma avalia¢iio de triagem da
vWD.

Como houve diferenca nos parimetros analisados em relagiio ao grupo sangiiineo, os
calculos também foram realizados com os individuos separados em grupo O e nio O.

Outra defini¢do de variagio normal de uma parimetro laboratorial que pode ser utifizada ¢
o calculo da média + 1,96 desvios padrdes. Mesmo se considerarmos este cilculo, os individuos

que foram definidos como portadores de vWD continuariam com esse diagndstico, pois o
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resultado da dosagem tanto do fator VIII como de cofator de ristocetina que foram utilizados para
a determinacgdo da doenga nesses doadores estiveram abaixo desse intervalo de normalidade.

Um outro caleulo da variagio da normalidade pode ser definido como os valores
compreendidos entre 2,5 ¢ 97,5 percentis, 0 que no nosso estudo ficou praticamente semelhante
ao obtido pelo calculo de 1,5 desvios padrdes. Como nossa amostra tinha uma distribuicio
normal esse calculo pode ser realizado sem “corregdes”, e considerando-se um intervalo de
confianca de 95%.

Deve-se ressaltar que talvez o mais correto para o calculo da variagdo normal dos
pardmetros estudados, seria a retirada dos individuos com historia positiva para sangramento e/ou
diagnostico de vWD. Com essas consideragdes, a variagdo normal da populagio estudada
considerando-se 1,5 desvios padrdes seria de 50,5 4 119,5 % para o cofator de ristocetina e 65,5 a
148,5% para o fator VIIL

O estudo de portadores obrigatorios de vWD tipo III demonstrou que esses individuos
apresentam niveis reduzidos de fator VIII e cofator de ristocetina, quando comparados aos
individuos normais, e superiores aos dos pacientes com VWD tipo I. (BERLINER AS e al,
1986).

Este achado demonstra a importincia de se realizar o estudo familiar para elucidar o

diagndstico da vWD em todos os provavels casos.
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VNTR

Nos analisamos os 3 VNTRs do intron 40 do gene do vWF previamente descritos, tanto
em individuos caucasdides, quanto em pacientes com vWD, de uma populagio brasileira. Esses
polimorfismos foram previamente estudados em varias populagGes, mas na populagdo brasileira
somente 0 VINTR-1 foi caracterizado em dois estudos (Pena et al., 1994; Zago et al., 1996).

O alelo mais fregliente para o VNTR-1 (7 repetigdes ATCT) também foi o mais fregiiente
em todas as populagdes estudadas. Comparando aos dois outros estudos feitos em populacSes
brasileiras, nés encontramos o alelo com 14 repetigdes, que ainda ndo tinha sido descrito.

Os alelos 10 e 11 foram os mais freqiientes para 0 VNTR-2, o que difere da populagio
holandesa cujos alelos mais fregiientes possuiam 12 e 13 repeti¢bes (Ploos van Amstel HK er al,
1990)

No VNTR-3, o alelo com 10 e 11 repetigdes foi o mais freqiiente, similar 2 populagéo
palestina e diferente da populagio britdnica, cujo alele mais freqiiente possuia 12 repetices

Na literatura, o VNTR-3 ¢ descrito como o mais informativo ¢ ainda n#o tinha sido
descrito na populagéo brasileira. Nosso estudo confirma esses dados, uma vez que o VNTR-3
apresentou o mais alto nivel de heterozigosidade, comparado com o VNTR-1 ¢ 2. E importante
evidenciar que nds encontramos um novo alelo, que ainda nfo tinha sido previamente descrito,
caracterizado por 7 repeti¢des ATCT.

Nossos resultados confirmam a possivel associa¢do alélica entre 0 VNTR-1 ¢ VNTR-2,
uma vez que nds encontramos um desequilibrio de ligagéo (p=0).

A anilise dos genédtipos e haplétipos sugere que o haplotipo 12 7 10 poderia
fregiientemente estar associado com a vWD em nossa populagio, mas somente um estudo
analisando um grande niimero de pacientes brasileiros poderia confirmar esta hipdtese.

O estudo familiar revelou que o VNTR-2 ¢ VNTR-3 poderiam render boas informagoes,
sem a andlise da terceira regidio, sendo ati! para o diagnéstico prenatal, e para estudo de
segregacdo em casos severos de vWD. Embora tenham sido descritas instabilidades nesses
VNTRs, (Eikenboom J.C.J. et al., 1993; Casand P. ef al., 1995, Haddad A.P. et al, 1997), nés
ndo detectamos este fendmeno neste trabalho.

A metodologia aplicada para a analise desses polimorfismos € de facil interpretagZo,
relativamente rapida, com poucos artefatos, além de n@o precisar manusear material radioativo.
Além disso, os resultados mostram que esses VNTRs, principalmente o VNTR-3, s&o altamente

polimorficos, o que os torna uteis em investigagfio forense, na andlise da segregacio em familias
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com vWD, em diagnésticos prenatal da vWD tipo III severa e para determinagdo de quimerismo,

conseqiiente ao transplante de medula dssea.

121



122



Conclusoes
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e Este € o primeiro estudo sobre a prevaléncia da vWD numa populagdo brasileira, que
foi de 1,63%.

A variagio normal da concentragio plasmatica de FVIII e cofator de ristocetina foi diferente
quando comparamos aos grupos sangiiineos O ¢ Ndo O. De acordo com essa separaciio, 0s
valores definidos para o grupo O foram 62% a 138% e 48% a 116% para o FVII e cofator,
respectivamente. No grupo Néo O, os valores definidos foram 70,4 a 155,5% ¢ 51,5 a 122,5%
para o fator VIII e cofator, respectivamente.
Os 3 VNTRs do intron 40 do gene do vWF estudados nesta populacio brasileira estavam em
equilibrio de Hardy-Weinberg. Este foi o primeiro estudo do VNTR-3 numa populagio
brasileira.
Foram identificados dois novos alelos: de 14 repetigdes no VNTR-1, ¢ de 7 repetigdes no
VNTR-3,
O estudo da segregagio familiar revelou que os VNTRs foram informativos em 7 das 8
familias estudadas.
O VNTR-3 foi o mais informativo (87,5%) ¢ 0 com maior indice de heterozigosidade
(83,7%), sendo portanto, o polimorfismo de escolha para estudos em que seu emprego esta
indicado.
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Anexo 1

QUESTIONARIO

Cadastro Unicamp:

N¢do doador

Fone

Idade Data de Nascimento

/

Descendéncia:
AviHs Paternos

/

Tipo sangilinen

Cor: 0 Caucasoide
[0 Negrdide
[0 Amarelo
0 fedio

Avis Maternos

Hemostasia:

Equimose:

Fica com marcas mesmo sem batidas:

Extraciio dentiria:

Epistaxe

Freqiténcia

Gengivorragia

Cirurei

Historia de sangramento na familia:

Filhos

Necessitou transfusio

Irméos

Pais

Tios

Ests fazendo nso de algum medicamento:

Sofre de alouma destas doencas:
[0 Diabetes
[ Hipertensio
O Infarto
O Derrame
U Outras
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Anexo 2

Eu, concordo em participar do Projeto de Pesquisa

para deteccio da freqiiéncia da vWD numa populacio de Campinas.

Campinas, de 199
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Anexo 24

Abaixo segue uma relagio dos doadores, com n® do registro, nome, idade, tipo sangtiineo,

questiondrio e antecedente familiar.

Obs:

* A Historia pessoal de Sangramento s6 sera positiva quando o doador apresentar pelo menos 2

sintomas hemorrigicos.

® O Antecedente Familiar de sangramento s seri positivo quando pelo menos 2 membros da

familia apresentarem histéria de sangramento.

Doador Nome Idade Tipo Historia pessoal Anteggdmte
Sangiiineo de Sangramento s_ﬁﬂm:bar deo

01 EF.M 20 O+ - -
02 JF.da8, 21 Q- - -
03 R V.S 24 o+ - -
04 F. M del. 28 A-— - -
05 L CdeC. 29 O— - -
07 8. R 23 A+ - —
03 A CdaS 36 B- + +
09 C.MPR 27 O+ -

10 M.IL 31 A+ - —
11 LAV 40 O+ - -
12 LF M. 39 A+ + -
13 N.L.daS. 31 A+ - -
15 C.D. 20 A- - -
16 L.L.das, 21 O+ - -
18 O0.AdeS. F. 27 A+t - -
12 JL.T, 53 A+ + -
20 M. G. 34 A+ - -
21 RPP 24 AB - - —
22 D.S.P. 38 A2+ - -
23 G. A dos 8. 32 A+ - -
24 C.P.P. 25 A+ - —
25 R.F. 55 B+ + -
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26 W.B.C 24 B+ -
28 N.8.deC. 50 O+ -
25 D.V. S 21 0O+ -
30 MAM 43 O- -
31 G. das, 42 A+ -
32 PR das8. 29 B+ -
33 J.B.deM. 35 A2+ -
34 N.R 48 O- -
35 JL. A 45 O+ -
36 F.deA. da8. 27 B+ -
37 J. A deF. 45 A+ -
338 J. BdeF. 40 O+ -
39 O.P. 54 A2+ -
40 G DRI 33 O- +
41 O.P 46 O+ -
42 MT 28 A2+ -
44 E.R da8S. 32 0- -
45 E.RF.B 39 O -
46 A J dosS. 23 O- -
47 R.deS.S. 42 B+ -
48 S8.F.deC. 37 O- —
49 N.J.B. 36 O+ -
50 H. L. dos 8. 34 A+ -
51 N.C. 51 A+ -
52 L.LL. 37 B+ -
53 S.RdeB N 3t O+ -
55 F. I deS. 29 O+ -
56 E.8.F. 36 O+ -
37 1A deO. 20 A+ -
58 W.X.deC. 23 O+ -
59 M.IG 29 O- +
60 RMdP 39 O+ +
61 AL deQ. 31 O+ +
62 JA deT. 25 A2+ -
63 MAB 30 O+ -
o4 RMP da8. 23 O+ -
65 PCM 31 A+t -
66 HA 42 B+ -
67 D.D.G 44 O+ -
68 A J da8S. 45 A+ —
69 V.M. dos 8. 33 O+ -
70 P.R.da8S. 37 A+ +
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71 P.R deS. M A+
72 P.EP 32 O+
73 J.F.da8. 27 B-
74 A OF. 47 O+
75 1JB 35 -
76 JAP 37 O+
77 MGT 27 O+
78 J.S.F. 49 O
79 AC. 19 O+
80 W.Q. 24 o+
81 E A 28 O+
82 P.HAS 20 o+
83 EF 26 A+
84 RF 25 O+
85 R.P.F. 34 B+
86 EHRM 26 O+
87 A F.B. 24 A+
8% M. B. 13 A+
89 JI.C.F. 50 B+
90 J.L.F. A 26 O+
91 LCM 25 A+
92 E.C.L. 23 O+
54 EOM 2 A+
95 AP 33 O+
96 S.L.deC. 18 O+
97 F.M deM 19 o+
o8 R.MS. 28 O+
99 A LF. 24 A+t
100 D. A deA 31 B+
101 J A deA. 24 O+
102 F K 27 O+
1063 A deS.E. 44 o+
104 R. R deF. A, 18 A-
105 C.CcC 19 A+t
106 A G B 33 A+
107 G. dos 8. A 37 A+
] C. AF. 19 O+
109 0.daC A 22 B+
110 W.J dos S. 20 O+
111 MP.V. 28 A
112 G.RC 19 AB+
113 W.LM 18 O+
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114 J.de8.D.F. 34 O+
115 JB.deA 52 A+
116 A deL R 30 B+
117 G.F.deG. 41 O+
118 MR F. 35 o+
119 E. P 30 B+
120 R.C.deO. 20 A+
121 E. A dos S 25 o+
122 W.G.V 33 O+
123 G.R. B 24 O+
124 A N daB. 31 O+
125 A.P.dasS 32 O-
126 S.LF 2% G+
127 JC deM. 37 A+
128 W.P.das. 23 B+
129 FARFIL 28 A-
130 LR dosS. 32 O+
131 Z.d2F. R 24 O+
132 P.deS.B. 30 A+
134 V.S. deL. 26 O+
135 O.P 29 O+
136 G.F. 27 B+
137 N.P.da&. 25 A+
138 RF. 19 O+
i3g C.F.P.deB.P. 19 A+
140 AC 43 AB+
141 A F. dosS. 35 O+
142 Al daR 46 A+
143 F.M 8.B. 25 A2+
144 J.de8 A 27 o+
145 T.MC 21 At
146 GG 32 A-
147 W.A B 36 O+
148 D.E. deN. 23 A+
149 R AF 33 B+
150 A deF.B. 39 A+
151 M.S A 37 AF
152 N. de8. 24 O+
153 ADR 27 O+
154 RIPE 33 A+
155 A LR 37 o+
156 A P.deC. G 19 A2+
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157 V.G Z 22 A+
158 G.G.das. 27 A+
159 J.S. dosR M B+
160 Z.G 45 O+
161 E.deA T. 29 O+
162 R.A. de8. 33 O+
163 J. L. dosS. 34

164 ML.IL 35 o+
165 ACC 33 A2+
166 J.V.de 8 36 B+
167 D.R. 8. 22 A+
168 ER1L 38 o+
169 JTAM 43 A+
170 0.G. 47 A+
1N AMSA i3 A2+
172 M.P. 25 A+
173 F.CN 28 O+
174 LRG 19 B+
175 F V.L. 19 A-
176 R L. des. 30 A+
177 S.F.8 36 O+
178 MZ 1% A+
179 O.MdeC 44 o+
180 S.RN. 29 O+
181 AJdaR 34 O+
182 ILB.C 56 B+
183 JILV.B. 35 A+
184 ATM 1% O+
185 CRM 19 O+
186 C.C.F. 23 B+
187 5.C.dos 8. 24 B+
188 EAM 29 B-
189 N. A de8. 39 A+
191 R.D.B.S. 19 O+
192 F.B.dos 8. 39 A+
193 C.AB 34 A+
194 D.M.B. 23 A+
195 1L.GcC. 21 B+
196 ML 30 B+
197 ILB.R 40 B+
198 EL.C 34 A—
19% R VE 21 O+

148




200 J.P.D. 39 O+
201 M.D.G. 28 O+
202 AFPF 32 O+
203 3.G. dosS. 26 A+
204 G.A S 34 o+
205 R AB 28 A+
206 A B. 37 AB+
207 J.B.dosS. 38 o+
208 W.P. de A. 33 o+
209 AP 46 A+
210 M.R. deS. 31 A+
211 JATT 42 A+
212 C.AP 25 o+
213 D.RN. 23 B+
215 D.B. 51 A~
216 L.AP. 40 A2+
217 A AC 39 ADF
218 L.C. dosS. 22 o+
219 E.S.G. 21 A+
220 | JP.dosS.A 58 A+
221 MAR 26 A+
222 ILC. 22 A+
223 C.A.C 27 B+
224 F.C.L. 39 o+
225 IL.Q. 21 A+
226 | IC.G.dosS. 34 B+
227 E.W.C. 35 B+
228 MCR 21 B+
229 JHC. 24 A+
230 J.C.Z. dosS. 41 A+
231 M. A.F.C. 48 A+
232 A C.D. 31 O+
233 S.dos S.M. 3] o+
234 J.L. dosS. 51 A+
235 M. R deM. 20 o+
236 K E.D. 20 O+
237 M IE 25 A+
238 | V.RdeOL 26 A-
239 R.C.M 28 A+
240 LAP 46 A+
241 G.deL.P.S. 27 O+
242 D. deS. 47 o+
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243 APF 50 O+
244 TS de s, 23 A¥
245 A S 23 O+
246 E. T8 32 O+
247 F.C. 35 O+
248 MAB 32 O-
249 D.P. 43 B-
230 F.deA. 34 A-
251 R.B. 29 O+
252 JAN 23 O+
253 L.8.daC. 26 O+
254 A das. 18 A+
255 JR G das. 38 O+
256 N.B. da8. 30 O+
257 A R da8. 19 A+t
258 8.B 4 O+
259 D.S. del. 26 O+
260 MRZ 21 O-
261 S.des. 40 O+
262 AMEP 22 O+
263 5.C.G 30 A+
264 MCdoA 28 B+
265 J dos8. R 25 O+
266 J V. dos A 37 O+
267 AdeAC 41 A2+
268 M. S L 41 A+
269 E.S.da 8. 43 O+
270 I8 42 O+
271 ACG 41 At
272 V.5.da S 23 O+
273 MF A 33 B+
274 C. C.dos 8. 33 B+
275 R C. AB 23 B-
276 R 8. 36 O+
277 R.L.da8S. 35 A2+
278 CARR 30 O+
279 H.L.da8. 37 C-
280 J.F.deS. 29 A+
281 CRAdAGH 31 At
282 L.CA 27 O+
283 E MR 21 B+
284 I.dosS.C. 27 A+
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285 R .M. 25 O+ -
286 V.F. 42 O+ +
287 LR doN. 44 O -
288 S.Q.de A 26 At .
289 SS. A 24 O+ +
260 1.S.das$. 37 o+ -
291 L.G. 44 B+ -
292 L. O. 22 O+ -
293 LF 45 B+ -
294 J.L.deS. 41 O+ -
295 R deL.F. 43 O+ -
296 C.V.H. 45 B+ -
297 CLA 48 O+ -
298 H AR 23 A+ -
299 1GI 27 A+ +
301 A LdaM 35 O+ -
302 18 21 A+ -
303 P.RF 35 O+ -
304 AB.deA 44 A- -
305 1.de O. 35 AB- -
306 P.LL.S. 23 o+ -
307 | L.P.daS.R 33 O+ -
308 MM 47 O+ -
309 D.G. V. 37 A+ +
310 AF. 24 +
311 L. MdasS. 41 A+ +
312 1.C. 52 A+ +
313 J.P.dos S. 44 O+ -
314 E. M. 28 O+ -
315 D.A Q. 38 A+ .
316 S.C.MIL 39 o+ -
317 JL.C.M 33 O+ -
318 V.F. 47 O+ -
319 V.R. 29 At -
320 S.A.B. 27 O+ -
321 M RM 27 AZB+ -
322 M. C.M. 25 AB+ -
323 W.LT 28 O+ -
324 N.R de C. 30 O+ -
326 AF. A 58 A- -
327 0.deM. 49 A+ -
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328 JN.F. 43 B+
329 E.L 45 A+
330 N.H.P. 31 A+
331 AIMG 37 O+
332 A J do A 46 A~
333 EMdeM 37 A2+
334 RR F. deP 26 O
335 J.B.B. 37 AB+
336 MZ 24 O+
337 M. M. 26 A-
338 ADG 40 O+
339 J.R.dos S, 29 At
341 C.dos S. 28 A2+
342 LR V. 43 O+
343 N.B.de M. 20 A2+
344 RAG 45 O+
345 C.C.daS. 34 O+
346 G.de O 34 O+
347 RC.C 45 O-
348 FN&S 21 O+
349 EP.M 25 A+
350 F A 21 A+
351 D.BE. 23 O+
352 JAB. 33 O+
354 A O Cdas. 52 O+
355 G.L. 28 O
356 FPSM 25 O+
357 U S M 39 O+
358 M AF. 24 O+
359 LF.dosR 47 A-
360 FIO 22 O+
3061 RTG 20 A2+
362 DR 50 A2B+
363 JLF. das. 37 O+
364 C.B.das. 25 At
365 B.G. da8s. 40 O+
366 E.CdeM 23 O+
367 E.daC. 26 O+
368 ML 44 B+
369 JL.deS.Q. 35 O+
370 JF. 34 O
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371 E.deS. 43 A+
372 CRBIL 28 A2+
373 R AR 28 A2+
374 E A dosR 29 O+
375 P.GF. deQ. 40 O+
376 HMT. 37 A+
377 M. dos S. 29 O+
378 P.S.P 26 O+
380 FD.M 27 A2+
381 M AL 31 At
382 RM 25 O-

383 SMM 30 O+
384 JR deS, 28 A+
385 R LdeS. 30 At
386 E R dos S. 27 A-

387 D.ILR 28 O+
388 MR 25 O+
389 S.L.das. 30 O+
390 B.L dM 35 At
391 E.C.L. 38 AB-
392 R. 1 das. 48 O+
393 C.F.B. 20 B+
394 IMdaC. 28 O+
395 C.AS 24 A+
396 LM 47 O+
397 RRPE 41 At
398 A LS. 40 A+
399 V.JF. 44 O+
400 ACN 36 O+
401 EAM 30 Ot
402 M. 5.8 38 O+
403 M. B. 25 O+
404 JLM.B. 22 B+

405 A deS.C 24 O-

406 PSS M 33 A2+
407 C.P.dosS. 41 B+

408 E.RT. 29 O+
409 w.C.T 21 O+
410 AN 31 At
411 o.M 30 O-

413 O.do A 21 Ot
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414 ICR 24 B+ -
415 S.DDM 38 At -
416 CAR 34 O- -
417 LCG 18 O+ -
418 JCCM 23 O+ -
419 D A deO. 30 B+ -
420 M. P. 41 O+ -
421 A AG 39 At -
422 1B . T.das 25 O+ -
423 D.de A. B, 28 O+ -
424 Al 38 B+ -
425 A FF 37 O+ -
426 8. M. dos S. 30 O+ +
427 L.deL 28 A+ +
428 SMM 20 O+ -
429 L CS. 29 At -
430 C.F.dos S. 26 A+ +
431 D.M 24 O+ -
432 J.S.de A 40 O+ -
434 E.J.8. 8. 31 A+ -
435 O.C.F. 18 O+ -
436 F.D.daS.J 19 AB+ -
437 M. N.d= O 19 B+ -
438 MAG 20 O+ -
439 LT.R 45 At -
440 L Adl.]J 19 At -
41 P.S.daC B 30 O- -
442 O.F. de S, 37 Ot -
443 MRF 32 O+ -
444 AAB 39 B+ -
443 L.C. A 25 O+ +
445 E. H 40 O+ -
447 V.R 40 O+ -
448 M S.B. 28 B+ -
449 FRCBN 20 A2- -
450 DAdeA T 21 AB+ -
451 3. G S 36 AB+ -
452 AGR 40 O+ -
433 O.das. 22 At +
454 D.B.M 35 A+ +
455 LLF 51 O+ -
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456 1D 43 A+t -
457 V. V. 34 O+ -
458 L M. S, 35 O+ +
459 M AS 19 Ot -
460 F.1LB.R 37 O+ +
461 0.C 39 At -
462 R.RB. 44 At -
463 LAFF 45 O+ +
464 O.B M 23 O+ -
465 O AM 31 At -
466 JTT. 38 O+ -
467 H.B G 25 O+ -
468 R 8.0 26 O+ -
469 R CM. 32 O+ -
470 S.W. 52 At -
471 AFM 37 A+ -
472 CAM 25 A2+ +
473 M. I8 F. 47 O+ -
474 M. A B. 20 At -
475 MC.S. 35 A2- -
476 RIA 50 A+ -
477 LAS 43 O- -
478 LAP 18 O+ -
479 A MN, 28 A+t -
480 ETM 31 At -
481 AV 34 A- -
482 N.R deL. 35 B+ -
483 AAR 52 A2+ -
484 R.deS. 28 At +
485 P.R da8. 37 A+ +
486 J.B.B. 27 A+ -
487 N.E. 28 A2+ -
438 JC deS. 40 O+ -
489 D.R 27 At -
490 L.F.F 33 At -
491 W.V. 8 29 AB+ -
492 AH S N 23 O- -
493 MAA 32 A2B+ -
494 E IS 31 AB+ -
495 P.HS 27 B+ -
496 MAC 27 AJB+ -
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497 A BF 34 O+
498 E.G.M.R 20 O
499 ALM 47 At
500 MAPA 31 At
501 M S.B. 25 O+
502 JO.P. 30 O+
503 N.S. M. 23 A-
504 W.C.F. 47 O+
505 A de S 27 O
506 L.P 58 A2+
507 JAd S I 29 A2+
508 J.C. 40 A+
509 R.C. 26 O+
510 MPMdad&C 23 O+
511 W.R das 44 O+
512 PR B 45 O+
513 W.DFR 29 O+
314 M. R.de O. 20 O+
515 L. daS 37 A2+
516 J.D.daS. 40 A+
517 1D M 35 B+
518 E.M 8. 24 O+
519 AB 24 At
520 LR B 45 O+
521 JLCV 38 O
522 CAC 27 A-
523 V.MP 24 B+
524 LCR 27 B+
525 L. G. 33 A+
526 ABV.AS, 49 O+
527 MG de A 29 A2+
528 F L C 20 B+
529 J.deO.M 37 At
330 MT.FER 47 At
531 M. M.F. 22 O+
532 L C.deF. 38 B+
533 AASR 32 A+
534 P. A doN. 37 A+
535 AGT. 22 O+
536 C. AN 27 B+
337 R C S 20 A2+
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338 I1.G.S 29 A+
539 ARLM 24 A+
540 L. F. 5 35 B+
541 W.M 30 O-
542 D. P. dos S. 34 B+
543 A daS B 46 A+
544 AM 22 O+
545 LB N 35 At
546 W.C.GH 30 At
547 H S 32 B+
548 ILE 33 O+
49 O.daC.J 36 O-
550 E.daC. 30 O-
551 JLP. deO N 34 O+
552 LAR 25 O-
533 ECR 26 A+
554 L V.G 29 At
355 E.R.E. 29 A2-
556 C.AD.B 25 O+
357 N.F.da8. 27 At
558 A doC. das. 37 O+
559 IR daS. 36 A+
560 R C. 21 O+
561 0.1C 20 O+
562 W.deS. L. 22 O+
563 M A deC. 31 O+
564 IS8 23 A2+
565 JLFE.L 43 O+
566 U.D.T. 41 A2+
367 1. dos 8. A. 30 Ot
568 R D. 8. deM. 33 O
569 WA V. 43 A+
570 V.A 33 At
571 L.RdaS 19 A+
572 J. de A 42 A2-
573 RAG 30 O+
574 E.C.C 34 O-
575 L.C.das. 44 At
576 AHM 22 B+
577 AAdS 58 At
578 ATD. 38 O+
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579 N A deL. 37 A+ +
580 AFF 35 O+ -
381 LCSA 32 A+ -
582 L.F. 32 A2+ -
583 V.M 43 B+ -
584 A N, dosS. 34 At -
585 8. 8. F. 30 O- +
586 MRC 34 A2+ -
587 E.L. daS8. 35 A+ -
588 WRTM 19 O+ -
589 V. 8. 36 B+ -
590 LE M 8. 27 O- -
591 M. A B. 22 o+ -
592 H do. C. G. 18 O+ -
593 P daP 27 A+ +
594 L.O.L. 48 A+ +
595 W. A B. 21 AB+ -
596 RF 23 A+ -
597 R C. 21 A+ -
598 W.C.B. 25 O+ -
599 E. M. D. 29 A+ -
600 I.N.B, 22 A- -
601 Ww.C.B. 29 A+ -
602 V.A S 50 O+ +
603 M. A A deS. 27 O- -
604 W.LRS 20 O+ -
605 L.G.deS. 4] O+ -
606 J.O.des. 44 O+ +
607 V.V.B. 19 A+ -
608 LRG 27 O+ -
609 G.CdelL. 26 O+ -
610 DA doA 26 O+ -
611 C.BM 48 B+ -
612 R M. dasS. 33 O+ -
613 D.de§S. 40 O+ -
614 CAM 34 B+ -
613 N.de 8. 25 O+ -
cleé ICdaC. 52 B+ -
617 S.P. dos S, 46 O+ -
618 L. C.F 37 O+ -
619 F. del. 28 O+ -
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620 J. 1. dos S, 44 A3B+
621 RMP 31 O+
622 L.deA 38 O+
623 C.C.deA 28 O+
624 L.deM 22 O+
625 V.D.G 28 O+
626 8.G 53 A+
627 E B. dasS. 34 A2+
628 CMR 40 O+
629 Q. de O. B. 54 A2-
630 M.E.P. 30 At
631 JL.CF. 40 O-
632 M. A del. K1 A2+
633 M.L.B. 23 At
634 PDS A 26 At
635 C.RAdA 32 At
636 L JdaC 29 O+
637 0.8.deF. 48 A+
638 GETT. 25 O+
639 EBR 23 O+
640 M. B. 40 O-
641 I.C.F. 27 Ot
642 V.C.daS. 32 Ad+
643 I M @eT. 42 O+
644 C.E.doR 20 At
645 R FE doN A 37 O+
646 L.MdaS§ 22 O+
647 L CM 33 O-
648 S.RP 36 O+
649 ARdeS, 42 A+
650 E.L.F. 30 O+
651 P.RF 38 B+
652 A LD, 23 A+
653 0.0 A 26 O+
634 P.ML.deC 43 A+
655 R C.deO. 49 O+
636 G.Z A 38 A2+
657 M.IS. 42 B+
638 E.M.S, 52 At
659 D.D 28 O+
660 JMA deS. 30 A2+
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661 G.AdaF 31 O+
662 E. deL. 31 O+
663 A NP 31 B+
664 L. A dosS. 31 O+
665 F.M.B. 23 A-
666 J A S 46 At
667 S.D. 34 O+
668 A daS dosS. 27 A+
669 M.D.B.de Q. 53 O+
670 HT.T. 47 B+
671 A AP 31 O+
672 L.CS 27 A2+
673 Q.N. da 8. 33 O+
674 L. R dos S, 23 O+
o073 M. G.R. 24 AB+
676 LD M 28 O+
677 P.1.D.deS. 40 At
678 C.LSVP 36 At
679 M. S. 23 O+
680 E.S. 44 O+
681 C.E. 51 O+
682 J. C.dos 8. 35 A2+
683 LRV 38 O+
684 LS. D 28 O+
685 A B.das, 23 At
6386 V.B. 36 At
687 P.C.B. 44 A+
638 F.AV 21 B+
689 M. dos 5. 21 O
690 I.].das 34 O+
691 M AS 23 At
€92 L.P.das. 19 At
693 Y P.dos S, 19 O+
694 C. G 20 B+
695 B.deL G 44 O+
696 LB 56 O+
697 Q.8.8. 24 O+
698 L.V.BR 34 O+
699 F.I1P 23 O+
700 G.B.daS. F. 20 A+
701 L.E N 41 At
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702 R R F 24 O+
703 LACM 33 A+
T04 A G 54 A+
705 W.F. 31 O+
706 A dos 8. 25 O+
707 JCRAQ 29 A+
708 LARG 21 A+
709 G A daC. 29 O+
710 J L. da§. 39 O+
711 AL deO 42 At
712 E P 58 B+
713 O.H delL. 32 O+
714 R N A deO. 36 O+
715 V.de]lF.P 41 A+
716 L.B.D 29 A-
717 MV, 52 O+
718 O.P.C 43 O+
719 JLB.daC. 38 O+
720 A M deS. 43 O+
721 M V.das. 42 Ot
722 LR R 26 A2+
723 JL.CS 20 B-
724 V.M 23 O+
725 M.F. 33 O+
726 D.T. 33 A+
727 V.C.R 37 A+
728 V.deF. M. 35 A+
729 1. B.de8. 28 O+
730 LCN 41 O
731 M AR 23 O+
732 V. A doN 34 O+
733 A C.das. 46 O+
734 AAJ 23 O+
735 V.F del 20 B+
736 RV.G 35 B+
737 S.F.C 26 O+
738 B. dos S. 46 At
739 EFV.C 21 A2B+
740 DM 19 At
741 E. A daS. 21 O+
742 R. dos S. 21 O




743 C AGeS 21 O-
744 RP.del. 35 At
745 AFR 43 O+
746 DRV 19 AB+
747 M. S V. 23 O+
743 ML 31 A-
749 L.M 59 O+
750 AT 56 At
731 IR G 31 O+
752 A, J. dos 8. 50 O+
754 A NP 33 O+
755 R.F.da§, 24 Ot
756 R CP 18 O+
737 JP.N. 33 A+
758 LC O 25 B+
759 AFG 19 O+
760 IL.B. G 39 At
761 JM.deS. 38 B+
762 KDV 24 O+
763 RATC 38 O+
764 DAdS 34 A+
765 ALM 43 O-
766 J.F. 8. 31 O+
767 A A dosS. 28 O+
768 V.del 35 A2B+
769 JLC 18 O+
770 C.D. 61 B-
771 C.Z 46 B+
772 J.C das. 25 O+
773 C.ILE 27 O+
774 M A_B. 30 O+
775 W.L.doR 25 At
776 C.C.C 20 At
777 5.G.da8. 3] O+
778 T.G.deS.C. 22 O+
779 ECO 35 At
780 G.D M 20 B+
781 JD. dasS. 41 O+
782 E L.deS. 22 O+
783 E.N 33 B+
784 MAO 28 B+
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785 IDdc 39 At
786 ILE.B. 30 O+
787 E. A deF. 34 AJ2B+
788 R R 30 O+
789 RAF 23 At
790 CAGYV. 27 A+
791 JLAF. 38 O+
192 L.RF 29 O+
793 CRR 34 A+
794 R A S 20 O+
795 E A B 25 O
796 L.D. 30 O+
797 M A daS 42 A+
798 ER 30 O+
799 C.AT 43 O-
800 G L.V 34 At
801 M. D. 32 O+
802 G.AB. 21 B+
803 8.Q. 8. 32 A+
804 ADP 33 At
805 E.S. 23 O-
806 D.de O. 27 A+
807 MBd&AC +“ O+
808 G MG 23 O+
809 MdeAC 20 A-
810 F.C 8. 23 O-
811 LJAR 25 B+
812 R H 22 A+
813 L P 47 B+

163




OBIpRg OIAS3(] © BIPPA P O[NOJeo O 'Ied OPRZI[IN OBU OPBINSAT (= [

085800AU0D B $0de novosedwiod 0BN ¢ IN
OﬁﬁN:dO& OBN ¢~ N
1T odpy MA | aprgsesae) - + +0 € [ %68 [ %9s %ST i TP HO| €It
ama | spioseane) - + +0O £f %bb %€ SEPNO| €9
1 0dn ma T oproseone) - - +TV ve [ %S %P %6€ DANW 98¢
11 0 A | opioseane)y - - +0O 1€ ¥ %8p1 %09 %S E DYV £95
1 0dn MA | aprosedne) - + +0 T W %ir | %95 %%9 %TE ANW'W 1€5
1 091 mA | Splgseone) - + +V LT N %g9 %06 qadgr 98t
10dn ma | spigseone) + - +0 0f [ %ty %Sy %S € 'S W 'S oz
10dn A | oproseone) - + +0 €€ [F %ss %09 qAV T 75¢
11 041 M4 | Sprgseane) - - +Q £7 [ %£9 ¥ %s¢ %Sy %SH S TTd | 90€
Irodn ma | oy + - +0 e | %99 %S | %S¢ %9% AddV | 70t
10dn ma | aproseone)) - - +0 c¢ [l %S %3 BeET TTW 91
10di MA | 9pigsesae) - - -0 8y [l %gES %E0T AN e
1041} MA | 9pIQsEONE) + + +O 05 [f %8P %5 % QP SN| 8T
IMA
weafuss | werduss lojeq 10)€J60 (T0J8J0| I0)EJ0)
apaeguuey| [wossad | coumTuns BTSN Bsomy || Bljsomy |Fhsowy| EDROUIY
0a1sQUBBI( |01y odnin [smoparsyuy|  sEms odyy, | epupy WBvamall o ol of oL ok AWON | aopeoq

searysod sexianb srew no gwin nojussade Jopeop o opuenb vamsod owos pRISPISUOD

10} Jel[Iuey 91uspad3IuB Op SsI[RUE 9 OJudWeIZuLs Op [eossad euoisiy ' ouenb ouuonsenb oe se)sodsal sep SSIPUR B ‘BaqR) BISON

ama

Op OpEIIUOD OONSQUIRIP WO aNFues 9P SIIOPEOP SOU ‘IMA Op OUIBHNE 9 [IA JOIB] ‘BPUBEOCISL 3P 1078J00 op WeSesop ep Opeynsy

L R, W T —




OBIPBJ OIASI(] @ BIPIIA BP O[no[eo O Bred OPRZIIN OFU OPEINSAI (- il
orde20AU00 ¥ s0de n2ooreduwos 08N ¢ JN
OpBZI[EdI OBN &= AN
[SABAOL] | SPIOSEINE]) . - +¥ 0t %lS %8¢ HDOM|[ 9
[2ABADLJ | SPIOSEANED - - -V ¥e %98 %98 AV 8%
[2ARAQL] | SpIgsednen - + +0 LE %oL6 %0¢ Y%st 44V 144
JOABADIY | SPIOSEINED - - +0 1T %6¢ %58 BB 'N'd | 8F€
[2ARAOL] | SpIOseOneD + + +O yE %T6 %9 Yolt %¥F9 %05 S D D | SPe
[PARADE] | oplosEONRY - + +TV 81 %0t %08 SEPY ¥t
[OARAOL] | SPIOSEONED) + - +TV £€ %I38 %08t Yabt %801 %0L VSV Tit
[PABADI] O120qE]) - - +TV £7 %L9 %16 %T6 %ETT %LE Yolh LV A 79
[2AgACL] O[0qrR]) - + -0 67 IN Yol ON DT S0
A | IHA
‘meiBuws | “wergues 1008 | Ioreq | Joieq [ iojEj0y |T0ICI0)| JOJERO)
ap Jeynaeg | qenssad | osumBuus TNs0uTY | EXs0WY | BIIS0WY [} Bsouly |ENjsoWly | ENS0Wy
osnsoudei(y |eonuyg odurn |opmapasapuy|  CLOISIH odiy, |opepI[fBvama £ ol I £ i oI awoN | aopeoq

‘searyisod sexionb stewr 0o gurn nojussaxde Jopeop o opuenb eAnIsod OWOO BPRIGPISUOD

10] JRI[IWUR] JJUOPIIAIUE Op BsIeue o owoweiSues op [eossad vmoIsy e ouenb oprguousonb ow seisodsor sep osIjgue € “Boqel BISON

'dMA 9p oonsoudeip 2apao1d wod anfues ap SOI0PEOP SOU “JMA Op OUSETIUE  [TTA JOTB} ‘BUNOO0ISH 9P J0JEJ0d Op WITLSOP BP OPEHNsaY

P OXaUu




Tamanho e padrio alélico encontrado nos controles caucasoides VNTR-3

Amostra Padrio Tamanho dos Alelos
cc-01 Heterozigoto 142 / 146 pb
cc-02 Heterozigoto 138 / 150 pb
cc-03 Heterozigoto 150 / 154 pb
cc-04 Homozigoto 146 / 146 pb
cc-05 Heterozigoto 138 / 146 pb
cc-06 Heterozigoto 138 / 146 pb
cc-07 Heterozigoto 150 / 158 pb
ce-08 Homozigolo 142 / 142 pb
cc-09 Heterozigoto 150 / 154 pb
cc-10 Heterozigoto 150 / 154 pb
ce-11 Heterozigoto 142 / 150 pb
cec-12 Heterozigoto 146 / 154 pb
cc-13 Heterozigoto 146 / 158 pb
cc-14 Heterozigoto 146 / 150 pb
cc-13 Heterozigoto 154 / 158 pb
ce-16 Heterozigoto 142 / 146 pb
cc-17 Heterozigoto 138 / 146 pb
cc-18 Heterozigoto 146 / 158 pb
ce-19 Homozigoto 150 / 150 pb
cc-20 Heterozigoto 146 / 158 pb
cc-21 Heterozigoto 138 / 154 pb
cc-22 Heterozigoto 142 / 162 pb
cc-23 Heterozigoto 150 / 154 pb
cc-24 Heterozigoto 138 / 150 pb
cc-25 Heterozigoto 146 / 150 pb
ce-26 Homozigoto 146 / 146 pb
cc-27 Heterozigoto 138 / 158 pb
cc-28 Heterozigoto 146 / 158 pb
cc-29 Heterozigoto 154 / 162 pb
cc-30 Heterozigoto 146 / 150 pb
ce-31 Heterozigoto 150 / 154 pb
cc-32 Heterozigoto 142 / 150 pb
cc-33 Heterozigoto 146 / 154 pb
cc-34 Heterozigoto 138 / 150 pb
cc-35 Heterozigoto 142 / 146 pb
cc-36 Heterozigoto 146 / 150 pb
cc-37 Heterozigoto 138 / 154 pb
cc-38 Heterozigoto 146 / 154 pb
cc-39 Homorzigoto 146 / 146 pb
cc-41 Homozigoto 150/ 150 pb
cc-42 Homozigoio 150/ 150 pb
cc-43 Heterozigoto 142/ 150 pb
cc-44 Heterozigoto 142/ 146 pb
cc-45 Heterozigoto 138/ 150 pb
cc-47 Heterozigoto 150/ 154 pb
cc-48 Heterozigoto 142/ 146 pb
cc-49 Heterozigoto 134/ 150 pb
cc-50 Heterozigoto 142 /150 pb
cc-31 Heterozigoto 142 /150 pb
cc-32 Heterozigoto 146 / 150 pb
cc-33 Heterozigoto 142 / 146 pb
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Tamanho e padrdo alélico encontrado nos controles caucasoides VNTR-2

Ameostra Padrio Tamanho dos Alelos
ce-1 Homozigoto 182 7 182pb
cc-2 Heterozigoto 170 / 190 pb
ce-3 Homozigoto 178 / 178 pb
cc-4 Heterozigoto 178 / 186 pb
cc-5 Heterozigoto 182 / 190 pb
cc-6 Heterozigoto 178 / 182 pb
cc-7 Heterozigoto 170 / 182 pb
cc-8 Heterozigoto 178 / 182 pb
cc-9 Homozigoto i82 / 182 pb
cc-10 Heterozigoto 170 / 182 pb
ce-11 Homozigoto 182 / 182 pb
cc-12 Heterozigoto 170 / 178 pb
cc-13 Heterozigoto 178 / 182 pb
cc-14 Heterozigoto 178 / 186 pb
ce-13 Homozigoto 178 / 178 pb
cc-16 Heterozigoto 182 / 186 pb
ce-17 Heterozigoto 182 / 194 pb
cc-18 Heterozigoto 178 / 194 pb
cc-19 Heterozigoto 174 / 178 pb
cc-20 Heterozigoto 178 / 182 pb
cc-21 Heterozigoto 178 / 190 pb
cc-22 Homozigoto 182 / 182 pb
cc-23 Heterozigoto 178 / 182 pb
cc-24 Heterozigoto 170 / 194 pb
cc-25 Homozigoto 178 / 178 pb
cc-26 Homozigoto 178 / 178 pb
cc-27 Homozigoto 182 / 182 pb
cc-28 Homozigoto 178 / 178 pb
cc-29 Heterozigoto 170 / 178 pb
cc-30 Heterozigoto 178 / 182 pb
ce-31 Heterozigoto 178 / 182 pb
ce-32 Homozigoto 182 / 182 pb
cc-33 Heterozigoto 178 / 182 pb
cc-34 Heterozigoto 178 / 190 pb
cc-35 Heterozigoto 182 / 194 pb
cc-36 Heterozigoto 178 / 182 pb
cc-37 Heterozigoto 170 / 190 pb
cc-38 Homozigoto 178 / 178 pb
cc-39 Heterozigoto 178 / 182 pb
cc-41 Homozigoto 182 / 182 pb
cc-42 Heterozigoto 182 / 186 pb
cc-43 Heterozigoto 182 / 186 pb
cc-44 Heterozigoto 178 / 182 pb
cc-45 Heterozigoto 182 / 190 pb
cc-47 Heterozigoto 178 / 182 pb
cc-48 Heterozigoto 170 / 182 pb
cc-49 Homozigoto 182 / 182 pb
cc-50 Heterozigoto 178 / 182 pb
cc-51 Homozigoto 182 / 182 pb
ce-52 Homozigoto 178 / 178 pb
cc-53 Homozigoto 182 / 182 pb
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Tamanho e padrio alélico encontrado nos controles caucasoides VNTR-1

Amostra Padrio Tamanho dos Alelos
01 Homozigoto 102 / 102 pb
02 Heterozigoto 98 / 122 pb
03 Heterozigoto 102 / 114 pb
04 Homozigoto 102 / 102 pb
05 Heterozigoto 102 / 118 pb
06 Homozigolo 102 / 102 pb
07 Heterozigoto 98 / 102 pb
08 Heterozigoto 98 / 102 pb
09 Homozigoto 102 / 102 pb
10 Homozigoto 102 / 102 pb
11 Homozigoto 102 / 102 pb
12 Heterozigoto 98 / 102 pb
13 Heterozigoto 102 / 118 pb
14 Heterozigoto 102 / 114 pb
15 Homozigoio 102 / 102 pb
16 Heterozigoto 102 / 122 pb
17 Heterozigoto 114 / 118 pb
18 Heterozigoto 102 / 126 pb
19 Heterozigoto 102 / 118 pb
20 Homozigoto 102 / 102 pb
21 Heterozigoto 114 / 122 pb
22 Homozigoto 102 / 102 pb
23 Heterozigoto 110 / 114 pb
24 Heterozigoto 98 / 118 pb
25 Heterozigoto 102 / 114 pb
26 Heterozigoto 114 / 118 pb
27 Homozigoto 102 / 102 pb
28 Heterozigoto 102 / 118 pb
29 Heterozigoto 98 / 114 pb
30 Homozigoto 102 / 102 pb
31 Heterozigoto 102 / 122 pb
32 Heterozigoto 98 / 102 pb
33 Heterozigoto 118 / 122 pb
34 Heterozigoto 102 / 118 pb
35 Heterozigoto 102 / 122 pb
36 Heterozigoto 114 / 118 pb
37 Heterozigoto 98 / 118 pb
38 Heterozigoto 102 / 122 pb
39 Homozigoto 102 / 102 pb
41 Homozigoto 102 / 102 pb
42 Heterozigoto 102 / 106 pb
43 Heterozigoto 102 / 114 pb
44 Heterozigoto 102 / 114 pb
45 Heterozigoto 102 / 118 pb
47 Heterozigoto 98 / 102 pb
48 Heterozigoto 98 / 102 pb
49 Homozigoto 102 / 102 pb
50 Homozigoto 102 / 102 pb
51 Homozigoto 102 / 102 pb
52 Heterozigoto 102 / 114 pb
53 Homozigoto 102 / 102 pb
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Genotipo de familias com vWD — VNTR-3

Anexo 8

vW Nome Parentesco | Tipo da Doenca Padrio Tamanho dos Alelos

vW-14 R. M. R. Paciente Tipo I Heterozigoto 146 / 150 pb
vW-14-1 M.C.G.R Esposa Normal Heterozigoto 150 / 154 pb
vW-14-2 M. M. G. R. Filha Normal Heterozigoto 146 / 154 pb
vW-14-3 R.HGR Filho Normal Heterozigoto 146 / 150 pb
vW-14-4 A.F.G.R Filho Tipo [ Heterozigoto 146 / 1534 pb

vW-36 V. M. M. Paciente Tipo II N Heterozigoto 142 / 154 pb
vW-36-1 TR M Mae Normal Heterozigoto 150 / 154 pb
vW-36-2 M. M. [rmd Normal Heterozigoto 146 / 150 pb

HB-27 O. M. Pai Hemofilico B Heterozigoto 142 / 146 pb

vW-41 R. L. Paciente TipoII B Heterozigoto 138 / 146 pb
vW-41-1 N.S. L Maie Tipo [1B Heterozigoto 138 / 146 pb
vW-41-2 E L Pai Normal Heterozigoto 146 / 1534 pb
vW-41-3 M.C.L Irm3 Tipo I B Heterozigoto 138 / 154 pb
viv-41-4 JH L [rmdo Normal Homozigoto 146 / 146 pb

vW-54 F. deS. F. Paciente Tipo I Heterozigoto 150 / 154 pb
vW-54-1 E.M.F. Pai Tipo II Heterozigoto 142 / 150 pb
vW-54-2 H. B. de S. Mie Normal Heterozigoto 146 / 154 pb
vW-54-3 E.deS.F. Irmio Normal Heterozigoto 142 / 146 pb
vW-54-4 E.S. E Irmdo Normal Heterozigoto 142 / 154 pb
vW-54-5 L.deS.E Irmio Tipo II Heterozigoto 150 / 154 pb

vW-65 K. L. P. Paciente Tipo I Heterozigoto 138 / 150 pb
vW-65-1 V.N.P Pai Tipo IT Heterozigoto 150 / 154 pb
vW-65-2 N.A S. P. Mae Normal Heterozigoto 138 / 146 pb
vW-65-3 .M. P P. (irmd) Tipo II Heterozigoto 138 / 150 pb

vW-68 S. B. M. Paciente Tipo I Heterozigoto 142 / 154 pb
vW-68-1 S.B.M.P. Irmi Tipo 1 Heterozigoto 142 / 150 pb
vW-68-2 S.B.M. [rma Normal Heterozigoto 150 / 154 pb
vW-68-3 LR M. Pai Normal Heterozigoto 150 / 154 pb
vW-68-4 M. B. L. M. Mie Tipo [ Heterozigoto 142 / 150 pb

vW-79 K. D. B. Paciente Tipo 1 Homozigoto 154 / 154 pb
vW-79-1 A.D.B. Maie Tipo [ Heterozigoto 150 / 154 pb
vW-79-2 J.M. I B. Pai Normal Homozigoto 154 / 154 pb
vW-79-3 C.D.B Irmi Normal Heterozigoto 150 / 154 pb
vW-79-4 K.J.B Irmio Tipo ! Homozigoto 154 / 154 pb
vW-109 | T.E. G.S. M Paciente Tipo I Heterozigoto 142 / 158 pb
vW-109-1 L.5.C M Filho Normal Heterozigoto 142 / 150 pb
vW-109-2 | K. S.C. M. Filha Normal Heterozigoto 142 / 150 pb
TR-855 M.A C.M. Marido Normal Heterozigoto 150 / 150 pb
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Genotipo de familias com vWD — VNTR-2

Anexo 9

vW Nome Parentesco | Tipo da Doenga Padrio Tamanho dos Alelos

vW-14 R. M. R. Paciente Tipo [ Heterozigoto 178 / 182 pb
viv-14-1 M C. G R, Esposa Normal Homozigoto 178 / 178 pb
vW-14-2 M. M. G. R. Filha Normal Homozigoto 178 / 178 pb
vW-14-3 R H GR Filho Normal Heterozigoto 178 / 182 pb
viv-14-4 ALE G R Filho Tipo 1 Homozigoto 178 / 178 pb

vW-36 V. M. M. Paciente Tipo II N Homozigoto 182 / 182 pb
vW-36-1 T.R. M. Mie Normal Heterozigoto 178 / 182 pb
vIW-36-2 M. M Irmd Normal Homozigoto 178 / 178 pb

HB-27 O. M. Pai Hemofilico B Heterozigoto 178 / 182 pb

vWw-41 R. L. Paciente Tipo II B Heterozigoto 182 / 190 pb
vW-41-1 N.S. L. Maie Tipo [1B Heterozigoto 178 / 190 pb
vW-41-2 E.L. Pai Normal Heterozigoto 178 / 182 pb
vW-41-3 M. C. L. Irmi Tipo II B Heterozigoto 178 / 190 pb
vW-41-4 J.H L, Irmio Normal Homozigoto 178 / 178 pb

vW-54 F. de S. F. Paciente Tipo II Heterozigoto 170 / 174 pb
vW-54-1 E.M.F. Pai Tipo [T Heterozigoto 170 / 174 pb
vW-54-2 H.B.de S. Mie Normal Heterozigoto 170 / 186 pb
vW-54-3 E.de S. F. Irméo Normal Heterozigoto 170 / 186 pb
vW-34-4 F.S F. Irmdo Normal Homozigoto 170 / 170 pb
vW-54-5 L.deS.E. Irmdo Tipo II Heterozigoto 170 / 174 pb

vW-65 K L. P. Paciente Tipo II Heterozigoto 182 / 190 pb
vW-65-1 V.N.P. Pai Tipo II Heterozigoto 178 / 182 pb
vW-65-2 N.A S.P. Mie Normal Heterozigoto 182 / 190 pb
vW-65-3 J.M.P. P. (irmi) Tipo II Heterozigoto 182 / 190 pb

vW-68 S. B. M. Paciente Tipo I Heterozigoto 182 / 190 pb
vW-68-1 S.B.M.P. Irméa Tipo [ Heterozigoto 182 / 190 pb
vW-68-2 S.B.M Irma Normal Heterozigoto 178 / 182 pb
vW-68-3 JLR M Pai Normal Homozigoto 182 / 182 pb
vW-68-4 M.B.L. M. Mie Tipo I Heterozigoto 178 / 190 pb

vW-79 K. D. B. Paciente Tipo I Heterozigoto 178 / 182 pb
vW-79-1 A.D. B. Mae Tipo I Homozigoto 178 / 178 pb
vW-79-2 J.M.LB. Pai Normal Heterozigoto 182 / 190 pb
vW-79-3 C.D.B. Irmi Normal Heterozigoto 178 / 182 pb
vW-79-4 K.J.B. [rmdo Tipo [ 178 / 182 pb
vW-109 | T. F. G. S. M. Paciente Tipo [ Heterozigoto 178 / 182 pb
vW-109-1 L.S.CM Filho Normal Heterozigoto 182 / 186 pb
vW-109-2 K.S.CM Filha Normal Heterozigoto 182 / 186 pb
TR-853 M ACM Marido Normal Heterozigoto 178 / 186 pb
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Genotipo de familias com vWD — VNTR-1

Anexo 10

vW Nome Parentescoe | Tipo da Doenga Padrio Tamanho dos Alelos
viw-14 R. M. R. Paciente Tipo I Heterozigoto 102 / 118 pb
vW-14-1 M. C.G. R Esposa Normal Heterozigoto 102 / 114 pb
vW-14-2 M. M. G. R Filha Normal Heterozigoto 114 / 118 pb
vW-14-3 R.H G.R. Filho Normal Heterozigoto 102 / 118 pb
vW-14-4 A F.GR Filho Tipo [ Heterozigoto 114 / 118 pb
vW-36 V. M. ML Paciente TipoIIN Homozigoto 102 / 102 pb
vW-36-1 TR Mie Mormal Homozigoto 102 / 102 pb
vW-36-2 M M [rmi Normal Nio Reagenie!
HB-27 0. M. Pai Hemofilico B Heterozigoto 102 / 118 pb
viW-41 R. L. Paciente TipoII B Heterozigoto 114 / 118 pb
vW-41-1 N. 8. L. Mae Tipo IIEB Homozigoto 118 / 118 pb
vW-41-2 B L: Pl Normal Heteroz1goto 114 / 118 pb
vW-41-3 M€ L [rmi Tipo I B Homozigoto 118 / 118 pb
vW-41-4 LB L Irmio Normal Heterozigoto 114 / 118 pb
vW-34 F. de S. F. Paciente Tipo I Heterozigoto 98 / 102 pb
vW-54-1 E.M.F. Pai Tipo I Heterozigoto 98 / 102 pb
vW-54-2 H. B. de S. Mie Normal Heterozigoto 98 / 122 pb
vW-54-3 E.deS.F. [rmdo Normal Heterozigoto 98 / 122 pb
vW-54-4 K8 F. Irmdo Normal Homozigoto 98 / 98 pb
vW-54-5 L.deS.F. [rmdo Tipo II Heterozigoto 98 / 102 pb
vW-63 K.L. P Paciente Tipo 11 Homozigoto 118 / 118 pb
vW-65-1 V.N.P Pai Tipo II Heterozigoto 98 / 118 pb
vW-65-2 N.A S.P Mie Normal Heterozigoto 118 / 122 pb
vW-65-3 J, ML P P (irmd) Tipo 11 Homozigoto 118 / 118 pb
vW-68 S.B. M Paciente Tipo I Heterozigoto 102 / 122 pb
vW-68-1 S.B. M P. Irmd Tipo | Homozigoto 122 / 122 pb
vW-68-2 S.B. M Irma Normal Homozigoto 102 / 102 pb
vW-68-3 J.REM. Pai Normal Heterozigoto 102 / 122 pb
vW-68-4 M.B.L. M. Mie Tipo [ Heterozigoto 102 / 122 pb
viw-79 K. D. B. Paciente Tipo I Heterozigoto 102 / 122 pb
vW-79-1 A.D.B. Mie Tipo I Heterozigoto 118 / 122 pb
vW-79-2 J.M.L B. Pai Normal Heterozigoto 98 / 102 pb
vW-79-3 C:D.B [rmid Normal Heterozigoto 102 / 118 pb
vW-79-4 K.J.B Irmdo Tipo [ Heterozigoto 102 / 122 pb
vW-109 | T.F.G.S.M Paciente Tipo I Heterozigoto 102 / 122 pb
vW-109-1 LS.CM Filho Normal Heterozigoto. 102 / 114 pb
vW-109-2 KS5.CM Filha Normal Heterozigoto 102 / 114 pb
TR-855 M. A CM Marido Normal Heterozigoto 114 / 118 pb
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Heredogramas ¢ Genotipos das 8 familias com vWD.

WK, Z e 3

Familia vW-36

Hb27

102/118
178 /182
146 /142

36-1

102 /102
178 /182
150 /154

102/102
182 /182
142 /154

@ Paciente com vW tipo 2N (recessivo)

@ (O Pessoas saudaveis

178 /178
146/ 150

Familia vW-41

41-2
114/118 118/118
182/178 178/190
146/ 154 146 / 138
@ Doenga de vW tipo 2B
[ Pessoa saudivel
41-4
114/118 118/118 114/118
182 /190 178 /190 178 /178
146 /138 154/138 146 / 146

Anexo 11
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Familia vW-54

98 /102 98/122
170 /174 170/ 186
142 /150 154/ 146
54-3 54-4
98/102 98/122 98/ 98 98 /102
170/174 170/ 186 170/170 170/174
154 /150 142/ 146 142/ 154 154 /150

UNICAMEP
SIBLIOTECA CENTRA
SECAO CIRCIULANT

@ Doenga de vW tipo I

[] Pessoas saudaveis

Familia viW-63

98 /118 118/122

178 /182 190/ 182

154/150 138/ 146
118/118 118/118
190/ 182 190 /182
138/ 150 138 /150

Familia viWW-68

68-3
102/122 102 /122
182/182 178 /190
154 /150 150 /142

102/122 122/122 102/102
182/190 182/190 178 /182
154/ 142 150 /142 150/ 154

@ Doenga de von Willebrand tipo [I

O Pessoa saudavel

2 Doenga de vW tipo [

(O Pessoas saudiveis
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Familia vW-14

102/118 102/114
178 /182 178/178
146 /150 150/ 154
14-3 14-2\
102/118 114/118 114/118
1787182 178/ 178 178/178
146 / 150 146 / 154 146 / 154
Familia viWW-109
TR-855
114/118 102/ 122
186 /178 182/ 178
150 /150 142 /158
viW-109-1 u
102/114 102/114
182/ 186 182/ 186
142/ 150 142/ 150
Familia vW-79
79-2
98 /102 118/122
182/190 178 /178
154/154 150 / 154
79-3
102 /122 102/118 102 /122
178 /182 178 /182 178/ 182
154 /154 150/ 154 154 /154

B Doenga de von Willebrand tipo [

[ Pessoas saudaveis

@ Ppaciente com vW tipo [

QO Pessoas saudiveis

Hl Doenga de von Willebrand tipo |

[ Pessoas saudéveis
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