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Introducio



A hemofilia ¢ uma doenga hemorrigica hereditaria reconhecida desde o século II DC, em
razdo do sangramento excessivo dos recém-nascidos apds a circuncisiio que, em geral, conduzia 4
morte, A identificagiio do carater hereditério ¢ da muther como transmissora podem ja constam
nos primeiros relatos da doenga (Rosner, 1969). O termo hemofilia foi utilizado inicialmente por
Schonlein em 1820 e a descrigho clinica da doenga e sua relagio com a coagulagio sanguinea

foram realizadas no inicio do século XIX

O reconhecimento de dois tipos de hemofilia foi sugerido iniciatmente por Paviovsky (1947)
¢ a disting@o entre hemofifia A e B foi feita em 1952 simultdneamente por trés grupos

independentes (Aggeler ef af, Biggs ef al, Schulman & Smith 1952).

A hemofilia A ¢ uma doenga caracterizada pela deficiéncia ou anormalidade da atividade
coaguiante do fator VI (FVIIL:C) sendo responsavel por 80% de todos os casos de hemofilia
(Forbes & Madhok, 1991). O gene que controla a producgiio do fator VI esta localizado no
cromossomo X, préximo ao telémero, na regifio q28, sem homologia no cromossomo Y. Como 2
hemofilia A é transmitida de forma recessiva ligada ao X e possui baixa frequéncia populacional,
ele afeta quase que exclusivamente individuos do sexo masculino. Sua incidéncia nos diversos
grupos étnicos ¢ varidvel, com valores proximos de um caso para cada 5000 a 10.000
nascimentos de homens. No Brasil, estudos populacionais revelaram a incidéncia de 1:10.000 a
1:20.000 para hemofilia A em regiSes diferentes (Gonzaga, 1970; Roisenberg, 1971; Melo, 1989),
Aproximadamente 30% dos casos de hemofilia ndo apresentam antecedente familiar da doenga,
sugerindo que um grande nimero de mutagdes de novo ocorrem 1o gene do fator VI (Haldane,

1935},

A apresentagio clinica é heterogénea e estd relacionada 2 atividade coagulante residual do
fator VIII. O quadro clinico inclui hematroses, hemorragias musculares ¢ em outros tecidos e
cavidades apos traumas ou mesmo espontaneas. Os episédios hemorragicos geralmente t8m inicio
com a deambulacdo. A hemorragia intracraniana no periodo neonatal é de ocorréncia rara (Eyster

et al, 1978). As hemartroses sdo as complicagbes hemorragicas mais comuns do aparetho

Introdugie 1



locomotor sendo as articulagBes dos joelhos, cotovelos e tornozelos as mais comumente
acometidas. A evolugio desses episodios hemorragicos intra-articulares leva ao desenvolvimento
de artropatia cronica e anquilose com perda funcional da articulagio (Arnold & Hilgartner, 1977).
A hemorragia intracraniana esta entre as mais graves complicacdes que afetam os hemofilicos e foi
a principal causa de morte nesta doenga até o aparecimento da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida nos anos 80 (MMWR, 1982; Dietrich, 1990: Jones & Ratnoff, 1991; Pinto et al, 1992;
Ragin ef al, 1993)

Como anteriormente referido, o quadro clinico € habitualmente relacionado & atividade
residual do fator VHI coagulante (FVIIL:C), o que faculta a classificacio clinica da doenca. Os
casos graves sdo representados por atividade residual do FVIILC inferior 2 1%, os moderados por
atividades entre 1 e 5% e os casos leves por atividades entre maiores que 5% até 50% (Forbes &
Madhok, 1991). Os sangramentos ocorrem espontineamente 1nos casos graves e menos
comumente nos moderados. Os individuos com a forma leve da hemofilia podem apresentar
sangramentos somente apds intervengdes cirlirgicas. Em geral, aproximadamente 50% dos casos
de hemofilia sdo graves. A evolu¢o clinica da hemofilia geralmente ¢ idéntica entre diferentes
individuos de uma mesma familia (Nilsson er al, 1961). Na maioria dos casos existe uma
correlaglio direta entre a atividade coagulante e a determinagio antigénica do fator VIIL
Entretanto, em 5% dos pacientes os niveis antigénicos estdo elevados em relagio & atividade
coagulante, sugerindo uma perda da atividade funcional da molécula sem perda de estabilidade
(Hoyer & Breckinridge, 1968), Em 12,9% dos pacientes hemofilicos A brasileiros estudados por
Diiaz et al. foram detectados niveis de fator VIII antigénico (FVTIL:C Ag) elevados em relagio aos

nivels de FVIIL.C.

A terapéutica da hemofilia ests basicamente fundamentada na administracio de concentrados
de fatores de coaguiagio, produzidos a partir do fracionamento do plasma de doadores de sangue.
No entanto, esta terapéutica ¢ de alto custo e associada a elevada incidéncia de doengas
infecciosas como hepaiites virais ¢ infecglio pelo virus da imunodeficiéncia humana (Kasper, 1993;

Ragni ef af, 1993; Lusher, 1993),
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Aproximadamente 5 a 10% dos pacientes podem desenvolver, com a terapéutica, a
formacdo de alo-anticorpos neutralizantes contra o fator VIII (Shapiro & Siegel, 1991). Dessa
forma, o controle dos episddios hemorragicos € grandemente dificultado, com necessidade do uso
de concentrados de complexo protrombinico ativado e programas de imunotolerincia prolongados
g extremamente dispendiosos {Nisson ef af, 1988; Mariani ef al, 1994; Lusher, 1995). A
usilizaclo recente do fator VIII produzido a partir de técnicas de DNA recombinante representa
terapéutica segura com relagfio 2 transmiss3o de doengas infecciosas. No entanto, € observada
maior incidéncia de produgio de intbidor do fator VII, o que limitard & sua aplicabilidade

terapéutica (Lusher ef af, 1993, Bray ef al, 1994).

A deteccio de muiheres portadoras do gene para a hemofilia, com objetivo de realizar o
aconsethamento genético e o possivel diagnostico pré-natal, representa um aspecto importante na
abordagem muitidisciplinar da doenga (Varekamp et al, 1990; Peake er af, 1993). Além disso, o
reconhecimento das alteragdes moleculares no gene do fator VIII dos pacientes com hemofilia
pode contribuir para um melhor entendimento da estrutura e fungfo da proteina possibilitando o
desenvolvimento de concentrades de fator VIII mais efetivos para o tratamento, além de fornecer
subsidios para a futura implantagfio da terapia génica nessa doenga (Toole ef al, 1984; Vehar ef al,

1984 Miller, 1990; Hoeben ef al, 1992, Lusher, 1995).

Detecciio de Portadoras do Gene da Hemofilia A

A detecgdo de mulheres portadoras apfesenta dificuldades metodologicas relevantes,
Algumas portadoras tém niveis séricos reduzidos do FVII:C. No entanto, quando o conjunto de
portadoras é estudado, existe consideravel sobreposi¢do com valores normais, dificultando seu
reconhecimento (Graham ef af 1986; Bunschoten er af 1988). A guantificaciio do antigeno de von
Willebrand (VWL Ag) e o cdleulo da relagiio entre FVIILC/VWE Ag eleva muito a sensibilidade dos
testes na identificacdo das portadoras. Também esta relagio nfio ¢ absoluta, pois pode ser alterada
por variacdes fisiologicas no FVIIL.C e vWF Ag decorrentes da idade, grupo sanguineo ou niveis

estrogénicos (Graham ez af, 1986; Green et al, 1986; Fisher ef al, 1987; Peake e al, 1993). Dessa
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forma, uma percentagem varidvel de 10 a 20% das portadoras poderfio apresentar resultados
dentro da faixa de normalidade, o que acarreratard um nlimero apreciavel de diagnodsticos

errdnecs.

A clonagem e caracterizagfo do gene do fator VIII por Gitschier e af (1984) possibilitaram
a andlise genética pelo estudo do DNA na detecciio de portadoras e diagndstico pré-natal da
hemofilia. Na maioria dos casos de hemofilia a identificagiic de portadoras foi realizada pelo
estudo dog polimorfismos dos tamanhos dos fragmentos do DNA obtidos apos a clivagem com
endonucleases de restricio (RFLP-restriction  fragment lenght polymorphism). Estes
polimorfismos sfo provocados por variagdes naturais na sequéncia de nucleotideos no gene ou
proximos ao gene do fator VIIL que ndo afetam a produgdio da proteina. Estas variagBes
geralmente sfo de um anico nucleotideo e podem criar ou abolir sitios de reconhecimento de
endonucleases de restricio. Os fragmentos originados pela digestio do DNA em estudo com
endonucleases de restricio, podem ser analisados por separaciio em gel de eletroforese de alta
resolugio. Os diferentes tamanhos dos fragmentos indicam a presenga (+) ou auséncia (-) de
sequéncias de nucletideos reconhecidas pela endonuclease (Weber & May, 1989). Virios
polimorfismos intragénicos foram descritos no gene do fator VIII, entre eles podemos destacar o
polimorfismo da Bell (intron 18), Xbal (intron 22), Hind III {(intron 19}, Bgil (intron 25) ¢ no

fntron 7 o polimorfismo G/A.

Além disso, a determinaco do mimeros de sequéncias repetidas de dinucleotideos (CA) em
regides de introns dos genes fornece também a oportunidade do reconhecimento de diferentes
alelos. No gene do fator VIII pas regifes dos introns 13 e 22 ¢ descrito elevado grau de
variabilidade entre os alelos obtidos, com consequente utilidade na detecgio de portadoras (Lalloz

et af, 1994 & Windsor e al, 1994a) .

Entretanto, alguns fatores limitam a utilizagio do estudo dos polimorfismos na deteccdo de
portadoras. Entre eles, merece destaque, a grande variabilidade nas frequéncias dos diferentes

polimorfismos entre os véarios grupos étnicos estudados. Este fato torna necessaria a
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caracterizagio particular dos polimorfismos Gteis a serem empregados em cada grupo
populacional. Outro fator limitante € a possibihdade de recombinagfo entre os sitios polimdrficos
¢ o local da mutagio, o que origina uma chance de erro de 5% nos polimorfismos extragéncios ¢
de 1:1.000 para os intragénicos. Além disso entre os diversos sitios polimorficos pode ocorrer
uma ligacdo genética (linkage desiquilibrium) imitando, assim, sua utilidade na detecgiio de
portadoras. A necessidade do estudo de varias pessoas das familias e possiveis erros na
paternidade s3o também fatores que dificultam a utilizagiio segura do estudo dos polimorfismos

{Peake ef al, 1993).

Os casos esporadicos de hemofilia ocorrem entre 30 a 50% da populagio total de
hemofilicos. Nestas familias, o uso dos polimorfismos podem apenas excluir a transmissio do alelo
relacionado & hemofilia e ndo permite o diagnostico definitivo da portadora. Adicionalmente, sio
descritos casos de mosaicismo na hemofilia A, sugerindo que este mecanismo nio seja
infrequente, dificuitando também o reconhecimento da portadora do gene anormal (Peake et al,

1993; Tuddenham, 1994),

Dessa forma, apesar da reconhecida importincia dos RFPL a caracterizagio dos alteragdes
moleculares no gene do fator VII & um passo fundamental para o recophecimento preciso da

portadora do gene para a hemofilia € diagnostico pré-natal em grande nimero de casos.

{ Gene do Fator VIII

O gene do fator VII esta localizado na regido Xq28 ¢ mede 186Kb (fig 1). E constituido
por 26 exons que variam de 69 a 3106 pb, separados por 25 introns que compreendem 95% do
gene (Gitschier ef al, 1984). Este gene origina um RNA mensageiro (RNAm) de 9 Kb, detectado
principalmente nos hepatocitos e também no bago, testiculos e linféeitos (Vehar er o/, 1084) e

codifica uma proteina com 2351 aminoacidos que caracteriza o fator VIII (Vehar ef al, 1984)

Uma sequéncia caracteristica, denominada promoter-itke "ATA" box, ¢ encontrada na

posicio -200 da extremidade §' e funciona, provavelmente,como elemento promotor do gene.
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Entre os exon do gene do fator VIII, existem 2 exons particularmente interessantes pelo grande
tamanho. O exons 14 de 3106 pb e o exon 26 com 1958 pb o qual possui 1805 pb que pertencem
& extremidade 3' néio traduzida. A extremidade 3’ contém a principal sequéneia de poliadenilizacio

AATAAA e a sequéncia menos conservada CATTG.

A caracterizagio do gene do fator VIII mostrou que, entre os varios clones utilizados para a
determinacio da sequéncias de nucleotideos, apenas em 2 posicSes foram identificados diferentes
mucleotideos. Assim, estes dados sugerem fortemente que substituigSes neutras no gene do fator

Y1 sfo mecomuns (Gitschier ef al, 1984) .

Estrutura ¢ Funciio do Fator VII
Sintese e Estrutura do Fator VIII

O fator VIII € sintetizado no hepatdcito, como um cadeia simples de proteina de 300 kDa
com 2351 aminoacidos, constituida de sequéncias internas homologas repetidas denominadas
dominios A, B e C que adquirem a formagio de heterodimeros (Vehar ef al, 1984). A sintese, o

metabolismo intracelular e secregfio do fator VIII estéio representados na figura 2a.

O fator VIII circula no plasma em associagio com o fator de von Willebrand (vWf) por uma
ligachio njo-covalente que tem como consequéneia a estabilizagfio da molécula e a manutencio da
atividade funcional in vive do fator VIII. O fator VIH tem meia-vida de 12 horas e sua

conceniragio plasmatica € de 0,01 mg/dl (Wood ef al , 1984; Toole ef al, 1984).

Existem 3 subumdades A (Al, A2, A3) compostas de 350 aminoacidos e que apresentam
30% de homologia com os dominios do fator V e da ceruloplasmina, Estas proteinas possuem
vérios sitios de ligacdo com o cobre. Esta regifio ¢ altamente conservada nas diferentes espécies
em que o o fator VIII foi estudado e pode estar envolvida na capacidade desta proteina em se ligar

ao metal cobre (Vehar er al, 1984; Church ef al, 1984; Kane, 1988) .
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As subunidades C1 e C2 contém 150 aminodcidos e so homélogos a regides de higacido
com lipideos de aglutininas celulares. Esta homologia sugere que os dominios C podem estar

envolvidos na capacidade de ligagio do fator VII com os fosfolipideos (Poole er g, 1981).

{ dominio B representa 40% da proteina madura. No entanto, estudos reafizados com fator
VI artificialmente deficiente em dominio B, mostraram que a atividade procoagulante ¢ normal
(Pittman & Kaufman, 1989). Provavelmente o dominio B seja importante na protegio do fator
VHI 2 ativaglo pela trombina e na regulagiio intracelular da sintese e secrecio. O dominio B
contém 19 dos 25 sitios de asparagina relacionados a glicosilagdo, ao passo que os domnios A ¢ C
contém 19 dos 23 residuos de cisteinas (Vehar ef af, 1984; Wood et al, 1984). O arranjo dos

dominios da molécula do fator VIII estd esquematizado na figura 2b.
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Os heterodimeros sdo formados pela clivagem entre os dominios B e A3 gerando a cadeia
leve constante (A3, C1, C2) com 80 kDa e a cadeia pesada { Al, A2 ) de tamanho varidvel (90 a
210 kDa) dependendo da presenca do dominio B. A ligacio entre as cadeias lev}e ¢ pesada é
realizada por ligagBes com metais divalentes (Met 2%) entre as subunidades Al e A3. A analise
estrutural por homologia entre os dominios A do fator VIII comparados a proteinas que se ligam
ao cobre revelou que sio detectados sitios de ligacdo para o cobre entre as subunidades Al-A3

{Fay & Smudzin, 1992; Fay , 1993; Pan er al, 1994).

Attvagio do Fator VII1

Os heterodimeros do fator VIII representam a forma inativa da proteina, A agiio proteolitica
exercida pela trombina e também pelo fator Xa ¢ fundamental para sua ativagio (fig. 3). Esta
ativagfio pela trombina envolve a clivagem da cadeia pesada entre a subunidade A2 e o dominio B
na posigio Arg740 com a origem de uma cadeia de 90 kDa e posterior clivagem entre as

subunidades Al e A2 na posigio Arg372 para a formagiio do fator VIIia (Eaton ef af , 1986)

Na cadeia leve a trombina atua na extremidade NH2 terminal na posicio Arg 1689, o que
representa passo fundamental para a liberaco do fator VIII do complexo com o fator de von
Willebrand (vW{) permitindo dessa forma a sua participago na ativagio da coagulag@o. Esta agdo
¢ potencializada pela presenga do vWf (Hill-Eubanks er o/, 1990). A ligagio do fator VIII com o
vWi ocorre entre os residuos 1670-1684 e a ligaghio com os fosfolipideos nos residuos 2303-2332
no dominio C2. Estas interagdes do fator VII ndo ocorrem simultaneamente, sugerindo que estes
sitios estejam localizados proximos um ao outro na estrutura tridimensional da molécula (Fay,

1993).
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Estudos de mutagénese induzida artificialmente ou mesmo a caracterizacio de moléculas
anprmais de fator VIlla de hemofilicos, permitiram a determinacio dos sitios envolvidos na
ativagio do fator VIII pela trombina (Pittman & Kaufman, 1989, Michnick er al, 1994). A
substituicio de Arg740 e 16438 Ile néo interfere com a ativagio com a trombina. Por outro lado, a
substituigio de Arg372, 373 e 1689 resultam em moléculas de fator VIII resistentes & ativagio
pela trombina apesar de niveis antigénicos normais (CRM+) (Pittman & Kaufinan, 1988; Johnson
¢l al, 1994). A maioria das mutagOes descritas nos pacientes hemofilicos CRM+ ocorrem no
dominioc A2, sugerindo a importincia desta regiio na estrutura tercigria da molécula,
provavelmente interferindo na ligagiio do fator VIH com outras proteinas da coagulagio.

(MeGinniss ef af, 1993).

inativacdo do Fator VI

A forma ativa do fator VIII apresenta grande instabilidade e rapidamente perde sua atividade
funcional no plasma. A inativagio do fator VIHa ocorre por um mecanismo independente da
trombina. A reducfio espontinea da atividade do fator VIIIa estd relacionada a dissociagiio da
subunidade A2 do dimero A1/A3-C1-C2. Esta dissociagdio é potencializada por alcalinizaciio no
pH e ¢é reversivel com a acidificagiio. Existe em condigdes normais um equilibrio entre:

AVAZ/A3-C1-C2 Al/A3-C1-C2 + A2 (Fay & Smudzin, 1992; Fay, 1993).

Em pH 7.4 a atividade especifica do fator VII correlaciona-se linearmente com a
concentracdo do fator VIII superior a 500nM, que ¢ marcadamente superior 4 concentracio
plasmatica do fator VIII Dessa forma, a associagiio da subunidade A2 com o dimero A1/A3-C1-
C2, que forma o fator VIHa, ¢ dificultada in vivo pois predominard a forma dissociada (fig 3). Os
sitios de ligacfio com o cobre existentes entre as subunidades A1-A3 ndo sio detectados entre os
domintos A2-Al do dimero A1/A3-C1-C2 o que pode propiciar a dissocia¢fo da subunidade A2 e

consequentemente reduzir a estabilidade do fator VIlla (Fay, 1993; Pan et al,1994).
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Figura 3:

Fator Villa
A2/A1/A3-C1-C2

Fator VIll inativo
A1/A3-C1-C2+A2

Ativagdo do fator VIII pela trombina. Os heterodimeros do fator VIII séo
clivados pela trombina nas posigdes 372, 740 e 1689. A subunidade A2 esta
ligada reversivelmente ao dimero formado por A1/A3-C1-C2 formando o
fator VIIIa. Quando ocorre a dissociagdo da subunidade A2, o fator VIII €

entdo inativado.



A proteina C ativada ¢ um potente anticoagulante que integra o complexo mecanismo da
coagulagdo sanguinea. Sua agio anticoagulante ¢ dependente da presenca de fosfolipideos, de ions
calcio e resulta na inativagiio do fator Va e Villa. A agfo proteolitica ocorre por clivagem na
cadeia pesada do fator VIla nas posicbes Arg336 (jungio A1-AZ) , Arg562 (AZ) e Arg740
(jungio A2-B) dando origem a fragmentos terminais e intermediarios da cadeia pesada. A
clivagem que ocorre na Arg562 é mais eficiente quando a subunidade A2 esta dissociada da Al,
isto €, no fator VIIla (Walker & Fay, 1992). Provavelmente esta regifio, & semelhanga do que
ocorre no fator V, esteja envolvida na afinidade pelo fator IXa e/ou fator X. A importincia desta
regidio na atividade funcional ¢ reconhecida pela anilise de um paciente com hemofilia A grave
{CRM+), com He566Thr criando um novo sitio de glicosilaglio e conjuntamente uma proteina com

atividade cofatora deficiente (Aly er af, 1992},

As cadelas leves sdo importantes no mecanismo de inativaciio do fator VIIia por permitir a
hgaclo da proteina C ativada na regifio localizada entre os aminoacidos 2009-2018 na subunidade
A3 { regifio C-terminal). Dessa forma, apenas as cadetas pesadas ligadas as cadeias leves ¢ que sdo

protechisadas (Walker er a/, 1990).

Inibidor do Fator VI

(O desenvolvimento de anticorpos contra o fator VII é observado em 10 a 20% dos
pacientes com hemofilia em resposta a terapéutica com concentrados de fatores da coagulagio
{Shapiro & Siegel, 1991). Os epitopos de inibidor frequentemente estio localizados nas
subunidades AZ e C2 do fator VIII. O fator VIII de porco ¢ utilizado como terapéutica nos
pacientes com inibidor pois os epitopos de inibidor nfio sfo encontrados na proteina de porco
(Kasper ef al, 1993; Mariam ef al, 1994). Através de estudos de clonagem do fator VIII humano e
de porco foi possivel a construcio de uma protemna hibrida de fator VIII, A subunidade A2
humano foi substituida pela de porco, dessa forma manteve a atividade procoagulante normal na

presenge de plasma de pacientes hemofilicos com inibidor (Lubin e7 al, 1994).
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Alteragiies Moleculares no Gene do Fator VII

As alteragBes moleculares no gene do fator VII responsiveis pela hemofilia A foram
descri:itas em diferentes regides do gene e compreendem mutagdes de ponto, insergdes,
dupﬁcgagfies, perdas génicas ¢ rearranjo de sequéncias do gene do fator VI {Tuddenham et af,
1994),

A identificacdo das alteragBes moleculares no gene do fator VIII ¢ dificultada pela grande
extemzﬁa do gene ¢ pela grande heterogeneidade das mutacBes descritas em diferentes populagfes

estudadas.

Perdas Génicas

As primeiras caracterizagbes moleculares no gene do fator VIII foram realizadas pelo
métm:io de Southern blot para a detecgfio de perdas génicas maiores de 1 Kb. Com esta
metnc{mlogia foi possivel a identificagdo de perdas génicas em 5% dos casos de hemofilia A. Em
uma récente revisdo 78 casos de grandes perdas génicas mostraram uma elevada heterogeneidade,

que vériaram de 2 at¢ 210 Kb (Tuddenham et al, 1994). A maioria dos casos de grandes perdas

génicas esta associada ao fendtipo grave da doenca. O desenvolvimento de inibidor do fator VIII é

obser?ado em 33% dos casos.

As perdas de pequenas sequéncias génicas variam de 1 a 23pb, e ¢ interessante notar o
frequente acometimento dos codons 339 e 341. Essas regides apresentam alta probabilidade de
sofrerem mutagBes pois propiciam o pareamento errdneo de sequéncias génicas {Cooper &

Krawczak, 1993),

I}up!ié:agiies
As duplicagdes génicas sio raramente descritas no gene do fator VHI, Gitschier (1988),

reiataé um caso de uma mulher com duplicagdo de 23Kb de uma regifio do intron 22 do gene do

fator ?III, inserida entre os exons 23 e 24. O paciente apresentava grande perda génica de 39 Kb
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compreendendo os exons 23 a 25, Entre os outros familiares estudados foi possivel reconhecer
que a mae exibia mosaicismo com o gene normal, o gene com duplicagfio e o gene com perda de
39 Kb, Provavelmente, o alelo duplicado foi a alteragio molecular inicial, dando origem 2

instabi?lidade no gene que propiciou a perda génica relacionada a hemofilia.

Murru ef al (1990) descreveram uma duplicagio do exon 13 em um hemofilico leve
resulta;nte de uma recombinagio nfo-homodloga e posterior rearranjo de duas regides

cromossdmicas ndo alinhadas.

Insercdes

Sﬁo reconhecidas insergdes de sequéngias génicas no gene do fator VIII em 12 casos de
hemmfilia A grave. Kazazian et al (1988) demonstraram que 2s sequéncias 11 de 3.8 Kb e 2.3 Kb
fﬁraméinseridas em distintas regides do exon 14 no gene do fator VIII em dois pacientes ndo
relac.iénados e ambos casos esporadicos da doenga. A sequéncia L1 pertence a uma familia de
eiemeﬁms repetitivos interpostos ao longo do genoma humano. A estrutura dos elementos L1
sugerém que eles representem regiGes homologas a transcriptase reversa, sendo assim, capazes de
retmmfransposigﬁe. Adicionalmente, insergBes no gene do fator VI sdo descritas no exen 2

{2 ca,éas), exon 11 (1 caso), exon 14 (6 casos) e 17 (1 caso).

Mutagies de Ponto

As mutacBes de ponto s30 as alteragOes moleculares mais frequentes no gene do fator VIIL
A disﬁibaigio das mutagSes ocorre em sua maioria no interior dos diversos exons, mas também
sdo er}contradas em regides de excisdo dos introns € no interior dos introns. S3o conhecidas
apmx%jmadamente 200 diferentes mutacdes no gene do fator VIII. A maioria € constituida por
mutag?ies de ponto e em sua maior parte sdo mutagSes do tipo missense. Além disso, sdo descritas

36 mutacdes nonsense e estio relacionadas aos casos graves de hemofililia. As mutagbes que
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afetani o5 sitios de excisdio dos introns foram descritas em 14 casos de hemofilia (Tuddenham ef

al, 1994).

Deteceiio de Mutagdes nos Sitios de CpG

No genoma humano 38% das mutagdes responsdveis por doengas genéticas foram
idenﬁﬁcadas em dinucleotideos CpG. A distribuicio dos dinucleotideos no genoma humano ocorre
a0 acaso e 1% do genoma € constituido por regides ricas em CpG que frequentemente estiio
metiia{ias‘ A S-metil citosina do dinucleotideo CpG sofre espontineamente um mecanismo de
desaﬁﬁnag;ﬁo que esta relacionado a mudanga C-T ou G-A {quando a mudanga da S-metil citosina
ocorre na hélice de DNA de orientagiio oposta). Dessa forma, estas regifes sdo consideradas

altamente propensas & ocorréncia de mutagdes de ponto (Cooper & Krawczak, 1993).

No gene do fator VIII existem 71 sitios CpG na regifio codificadora e 7 desses sitios
ocaném em regides em que a sequéncia de nucleotideos determina locais de corte da
andan%xciease Taql localizados nos exons 8, 11, 14, 18, 23, 24 e 26. Assim, foi idealizada uma
maneira simples de detectar mutagBes em regibes CpQG, consistindo mas amplificacbes dessas
regifieé do gene do fator VII pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e digestdo com a
endonz}ciease Tagl. Esta endomuclease reconhece a sequéncia TCGA que codifica o aminoéacido
arginiﬁa {Arg). Dependendo da hélice de DNA que ¢ afetada na desaminagdo da citosina, a
mudazig‘:a CT origina um codon precoce de terminagio (stop codon). De fato, essas mutagOes sdo
deseritéas em pacientes com hemofilia grave. Quando o acometimento ¢ da hélice de DNA de
srientz;gﬁa oposta, a mudanga GA resulta em uma mutagio missense originando o aminoécido
giutarzﬁina (Gln). Esta mutagio estd associada a casos de hemofilia moderada ou leve. Essas
mu‘tas;{%’)es de ponto que afetam sitios da Tagl s3o responsaveis por 5% dos casos de hemofilia A
Em aﬁmx.imadamente 90% dos casos de hemofilia A o defeito molecular nfo ¢ passivel de
ﬁe@ecgﬁo por meio desse procedimento (Casula ef al, 1990; Pattinson et al, 1990; Millar et al,

1991; Gitschier ef af, 1991),
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Métodos de Rastreamento de Mutacdes no Gene do Fator VIil

O desenvolvimento de métodos de rastreamento para a detecgfio de mutagBes de ponto
permitiram o inicio intensivo de estudos do gene do fator VIIL Estes métodos em geral incluem
amplificages pela PCR das regides codificadoras, regides de excisio dos introns, regifio
promatora e sitios de poliadenilizagio (Grompe, 1993). A eletroforese em gel com gradiente de
desnaturacio ou DGGE (denaturing gradiente gel electrophoresis) foi inicialmente utilizado no
estudo do gene do fator VIII por Higuchi ef al. (19914, b). Esta técnica € baseada na separacgio
dos fragmentos de dupla hélice do DNA, em um sistema de gel com gradiente linear de agente
desnaturante {uréia e formamida). A migragio do DNA amplificado depende das sequéncias de
bases que determinam a temperatura de fusdo (melting point) do fragmento. Assim, se no DNA
houver mudanga da sequéncia de bases, havera alteragio nessa temperatura ¢ que, por sua vez,
modifica a mobilidade eletroforética, diferenciando-a do padrio normal de migracio. O
reconbecimento de um padriio anormal de eletroforese ¢ facilitado se for realizada a migragio de
uma mistura do DNA normal e mutante. Neste caso ocorre a formacdo de heteroduplex que é a
associagio complementar entre um fragmento proveniente de um alelo normal e um mutante, No
entanto, esta metodologia necessita o desenvovimente de primers contendo fragmentos extras
constituidos de 30 a 50 bases CG, o que permite alcangar temperatura de fusio otima para
diferenciar fragmentos normais ¢ mutantes. Cada regifio do gene ¢ analisada isoladamente ¢ é
possivel analisar somente um nimero limitado de amostras em cada eletroforese. Com este tipo de
metodologia fol possivel a identificagiic dos defeitos moleculares em 24 de 29 pacientes com

hemofilia A moderada-leve e em 50% dos casos graves.

Orita el al {1989) desenvolveram uma metodologia baseada na propriedade de que duas
hélices simples de DNA obtidas na PCR assumem conformagio tridimensional que € dependente
da sequéncia primaria de nucleotideos. Este método denominado como polimorfismo de
conformagio de hélice simples ou SSCP (single strand conformation polymorphism) permite o
reconhecimento de sequéneias de bases que diferem do normal por apenas um nucleotideo apés

eletroforese do produto do PCR em gel-de peliacrilamida n3o-desnaturante contendo glicerol. A
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principal vantagem dessa metodologia ¢ a sua simplicidade e sua grande sensibilidade {Grompe,
1993, Sheffield er al, 1993). O material a ser analisado é o produto direto do PCR o que
possibilita a andlise de varias amostras simultineamente, No entanto, a sensibilidade do SSCP é
dirctamente refacionada ao tamanho do fragmento a ser analisado. Os fragmentos ideais estio
entre 200 a 300 pb sendo que, para fragmentos maiores, é necessario a digestiio prévias com
endonucleases de restriio. Este procedimento demonstrou-se til na analise do gene do fator
VIIL Lin er al (1993) utilizaram o SSCP com amplificagbes isoladas dos diferentes exons e
posterior separagdio em gel de poliacrilamida nfio desnaturante. Pieneman et al (1995)
desenvolveram um metodologia répida que inclue a realizagiio do SSCP a partir do produto de
amplificacBes simultdneas de 16 exons do fator VII (multiplex-PCR) em apenas 3 reagBes de
ampi-iﬁcaz;ﬁo. Estes estudos pernutiram a caractenizac3o dos defeitos moleculares em
aproximadamente 80% dos pacientes com hemofilia A moderada ou leve e 50% dos casos de
hemofilia grave. Na maior parte dos casos, esta técnica utiliza isétopos radioativos. No entanto,
em relatos recentes a visualizagfo dos fragmentos do PCR podem ser realizada pela coloragio
pela prata ou brometo de etideo, o que elimina a necessidade do uso de material radioativo

(Grompe, 1993).

Rearrvanjo do Gene do Fator VIII

Com aplicagfio dos métodos descritos nos capitulos anteriores apenas em 50% dos casos de
hemofilia A grave foi determinado o defeito molecular. Estes resultados sugeriram que os defeitos
mel&c@iares pudessem estar localizados em outros locais, como regiGes promotoras ou sequéncias
de introns ou mesmo em genes ligados ao fator VHI que pudessem funcionar como fatores de

transaﬁs;éo para a atividade do fator VIIL

Naylor et al (1993) usando o DNA complementar (¢cDNA) do fator VIII obtido a partir da
reagio. mediada pela transcriptase reversa em RNA de linfécitos, demonstrou que em 50% dos
pacientes com hemofilia A grave era impossivel a amplificacdo do ¢cDNA entre os exons 22 e 23,

No entanto, 2 amplificagio entre os exons 1-22 e também entre os exons 23-26 foram realizadas
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obtendo os fragmentos de tamanhos normais esperados. Estes dados sugeriam que provavelmente

mutagtes no intron 22 eram responsaveis pela hemofilia neste grupo de pacientes.

O gene do fator VIII ¢ constituido em 95% por regides de introns. O intron 22 é o maior
dos introms, e compreende uma regifio de 32Kb (Gitschier et al, 1984} . Esta regifio é
particularmente interresante por conter ilhas de dinucleotideos CpG situados a 10Kb do exon 22.
Estas ithas podem funcionar como regibes promotoras bidirecionais, oferecendo uma
pportunidade de caracterizagio de genes proximos a estas regifes (Lavia ef al, 1987, Cross ef al,
1994)). De fato, a partir dessa caracteristica foi possivel o esclarecimento de dois genes
focalizados no intron 22. Estes gene sdo denominados gene FBA e F8B (Levinson ef al, 1990 e
1992).. O gene F8A ¢ transcrito em diregiio oposta ao gene do fator VIII, ndo apresenta introns ¢
esta localizado totalmente no intron 22. Duas cdpias homodlogas do gene F8A foram descritas em
uma regifio distante de aproximadamente de S00Kb em diregiio ao teldmero. O gene F8B ¢
transcrito na mesma direc®o do fator VI, o primeiro exon do gene B € excisado juntamente com
oz exons 23-26 do gene do fator VI As fungdes dos genes F8A e F8B ainda ndo sdo

conhecidas.

Lakich er of (1993) utiizando a técnica de Sowthern blor demonstraram que uma
recombinagiio homologa entre o gene F8A no intron 22 do gene do fator VIII e uma das copias do
gene proxima ao teldmero poderia levar a uma inversio do gene do fator VIII dividindo-o em 2
partes {fig 4). Uma parte contendo a regifio promotora intacta entre os exons 1-22 e uma segunda
parte contendo os exons 23-26. Como o gene B esta intacto e € excisado com 0s exons 23-26 foi

possivel a obtengio do RNA normal desta regiio.

Este mecanismo de recombinacio homologa € detectado emt 45-50% dos casos de hemofilia
A grave, Estes pacientes portanto, representam aquelas mutagles nfo detectadas durante o
rastreamento de mutagSes de ponto (Jenkis ef af, 1994; Tuddenham et al, 1994; Tizzano ef al,

1994; Windsor e al, 1994).
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No Brasil sfio raros os casos de pacientes com hemofilia A em que o defeito molecular foi

glucidado (Tuddenham er g/, 1994),
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Objetivos



‘Us objetivos deste trabalho consistiram em:

~ Detectar as mulheres portadoras do gene da hemofilia em familias de pacientes com
hemofilia A em uma populagio brasileira, com emprego da analise dos polimorfismos no

gene do fator VIII para as endonucleases Bell ¢ HindIIT utilizando a técnica da PCR.

- Caracterizar as alteragGes moleculares no gene do fator VIII em pacientes com hemofilia,
A por meto da amplificacdo dos exons pela PCR em reagbes da multiplex-PCR, seguida

do SSCP ndo radioativo e posterior sequenciamento.
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CASUISTICA
Foram estudados quarenta e dois pacientes com hemofilia A acompanhados pela Disciplina
de Hematologia-Hemoterapia do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Ciéncias

Meédicas da UNICAMP, da Escola Paulista de Medicina e do Hospital Brigadeiro de S3o Paulo.

Os dados referentes aos pacientes estudados est3o relacionados nas tabelas 1 e 2.

O estudo familiar compreendeu um total de 106 individuos originarios de 24 familias de

pacientes com hemofilia A, distribuidas entre 16 caucaséides e 8 constituidas de negréides.

O grupo controle consistiu de 30 individuos negréides brasileiros clinicamente normais
{17 homens e 13 mulheres) para o estudo dos RFPLs das endonucleases Bell e HindlIl E
adicionalmente 160 individuos normais (100 caucasdides e 60 negréides) foram estudados para o

mstréamento da transicdo A—>G na posigio 2238 do gene do fator VIII

METODOS
Avaliacio de Pardmetros da Coagulacio

O diagndstico de hemofilia A foi levado a efeito através dos dados clinicos ¢ laboratériais

come descritos a seguir:

) sangue para a analise dos pardmetros da coagulagfio foi colhide na proporgo de 4,5 ml
de sangue para 0,5 mi de citrato de sodio a 3,8%.

O tempo de tromboplastina parcial ativado foi realizado em 100pl plasma citratado,
procedendo-se a ativaglio pela adigiio de 100ul de caulim e 100pl de cefalina preparada a partir de
extrato de cérebro humano (Proctor & Rapaport, 1961). Os resultados obtidos foram expressos

em refacdo ao tempo de coagulagio de um pool de plasmas de 20 a 30 individuos normais,
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Tabela 11 Classificaghio Clinica ¢ Laboratorial dos Pacientes com Hemofilia A Grave

PACIENTE  RACA FVIILC CLASSIFICACAO  INIBIDOR DO FATOR VIII

CLINICA (Unidade Bethesda/ mi)
HAI C < 1% GRAVE .
HAZ C <1% GRAVE -
HA3 C <1% GRAVE 18 UB/mi
HA4 N <1% GRAVE -
HAS C <1% GRAVE -
HAG6 C <1% GRAVE -
HA7 N <1% GRAVE -
HAR C <1% GRAVE .
HA9 N <1% GRAVE -
HAI10 N <1% GRAVE -
HAT] C <1% GRAVE 10 UB/mi transitério
HAl4 C 1% GRAVE -
HAY7 N <1% GRAVE -
HAZ20 N <1% GRAVE -
HAZ27 C 1% GRAVE .
HA34 C <1% GRAVE -
HA3S5 C <1% GRAVE -
HA36 C <1% GRAVE 74 UB /m}
HA37 C <1% GRAVE -
HA40 C <{% GRAVE -
HaA41 C <1% GRAVE 7 UB/ml
C-caucasodide N-negroide
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Tabela2:  Classificagdo Clinica e Laboratorial dos Pacientes com Hemofilia A Moderada - Leve

PACIENTES RACA  FVILC FvW:Ag CLASSIFICACAO INIBIDOR DO FATOR VII

CLINICA (Unidade Bethesda/mi)
HAlzZ C 5,0% 128%  leve -
HAIL3 C 3,5% 93% moderada -
HALS C 1,2% T4% moderada -
HAlLS C 7,.8% NR leve -
HAIS N 4.5% 94% moderada -
HA19 C 2,6% 125%  moderada < 5U Bethesda/ml
HA21 C 2 0% 87% leve -
HA22 C 2,0% 133%  moderada -
HAZ3 C 12% 164%  leve -
HAZS C 4,5% 71% moderada -
HAZS C 2,5% 100%  moderada -
HaAZ9 N 8,0% 181% leve -
HA30 N 1,3% 92,5%  moderada -
HA31 N 7,5% 178%  leve -
HA33 C 2.0% 233%  moderada -
HALG C 4 0% NR moderada -
HA44 C 14,0% 150%  leve -
HA4S N 1,0% 173%  moderada -
HA46 C 1,5% 96,5%  moderada -
HA49 C 5.0% 79% moderada -
HAS2 C 11,0% 200%  leve -

{-caucasdide N-negroide NR = Nio Realizado
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O tempo de protrombina foi realizado em 100yl plasma citratado, com 100 ul de
tromboplasting de cérebro humano, segundo o método de um estagio (Quick ef al, 1935). Os
resultados foram expressos pela relagio entre o tempo obtido com o plasma do paciente e entre o
de um pool de plasmas de um grupo de individuos normais e posterirmente corrigido pela
tromboplastina de referéncia internacional e expresso em RNI (relagio de normatizacio

internacional),

O tempo de sangramento foi levado a efeito com a utilizagio do método de Ivy . Os
resultados foram expressos em minutos e baseados na observagdio de duas pequenas incisdes na

regifio anterior do antebrago.

A dosagem do fator VIILC foi feita utilizando um plasma artificialmente deficiente em fator
VHIL, pelo método de corregdo do tempo de tromboplastina parcial ativado (Proctor & Rappaport,

1861). Os resultados foram expressos em porcentagem.

A pesquisa e quantificagdo do inibidor do fator VIH foi conduzida em plasma citratado, pelo
método de Kasper ef af (1975). Um volume igual de plasma do paciente ¢ de um pool de
idividuos normais foram incubados por 2 horas a 37°C em tampdo imidazolico 0,05M pH 7,3
contendo 0,585 gramas de NaCl por 100ml. Apds a incubagio mediu-se a atividade coagulante

residual do FVHL:C. Os resultados foram expressos em unidades Bethesda por ml

Nos casos de hemofilia A moderada ou leve o diagnéstico diferencial com a doenca de von
Willebrand foi realizado através da quantificagio imunolégica do antigeno de von Willebrand

VAT A elo método de imunoeletroforese em placa de agarose a 1% (Laurel . 1966) .
{ g p p g ( . )

Nas tabelas 1 e 2 estdo relacionadas as classificagbes clinicas e laboratorias dos pacientes

estugdados.

Extracio do DNA Genémico

O DNA foi isolado de leucocitos a partir de 10-20 mi de sangue venoso coletado em EDTA

10% {(sal dissddico do 4cido etilenodinitrotetracético) (Maniatis er af,1989). O sangue foi
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inicialmente centrifugado 2 2.500 rpm por 15 minutos. Para a lise de hemicias foi adicionado
solugBo de NHACL 0,144M (cloreto de aménio) na proporgdo de 5 vezes o volume de células e
solugio de NHAHCO3 0,01M (bicarbonato de aménio) na proporgio de 0,5 vezes o volume de
células, A solugdo foi incubada a temperatura ambiente po 20 minutos e seguida de centrifugacio
por 15 minutos a 2.5000 rpm a 4°C. Esta etapa foi repetida até a obtengdo de um precipitado

nuglear de leucécitos livre de hemdcias.

Qs leucocitos foram dissolvidos em 10m! de tampdo contendo NaCl 0,3M, EDTA 10mM,
Tris/HCI pH 7.5 10mM, Uréia 7M, SDS (duodecil sufato de sodio 0,5%) e incubado a 37°C por

aproximadamente 16 hs,

Apés a incubagio foram realizadas trés extragdes com igual volume de mistura contendo
fenol {redestilado e saturado em Tris/HCI pH8,0 200Mm contendo 0,1% de hidroxiquinolina)
cloroférmio € 4lcool isoamilico na prorpogho de 25:24:1. Cada extracio foi seguida por
centriﬁzgagéo a 5.000rpm durante 15 minutos. Ao final a camada superior contendo o DNA foi
transferida para um novo tubo e realizada nova extragdo apenas com cloroformio e lcool
isaamiiico na proporgio de 24:1. Para a precipitacic do DNA foi utilizado etanol absoluto

gelado (2,5 vezes o volume) e acetato de sédio 3M (10% do volume).

O DNA precipitado foi lavado em etanol a 70% para eliminar residuos de fenol e sal e
posteriormente diluido em agua estéril ou solugio de TE (Tris pH 8,0 10mM; EDTA 0,1mM pH
7.4). A concentragiio do DNA foi determinada em espectrofotémetro pela leitura das densidades

dpticas nos comprimentos de onda de 260 ¢ 280nm em luz ultravioleta. (Maniatis et al, 1989)

Estudo dos Polimorfismos de Restricio para as Enzimas Bell e HindIII no Gene do Fator

Amplificaciio das Amostras

As amostras de DNA estudadas foram amplificadas pela reag8io em cadeia da polimerase

(PCR) (Saiki ef ai, 1988),
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As reages foram realizadas num volume final de 30 pl contendo 500ng de DNA gendmico,
10mM Tris-Hel pH 8.5, 1,5 mM MgCly, 50 mM KCI, 1,0 mM de cada deoxi-nucleotideo
trifasfato (dATP, dGTP, dTTP, dCTP), 400ng de cada primer ¢ 2U de Tag DNA Polimerase. As
amostras foram desnaturadas inicialmente por 5 minutos a 94°C e em seguida submetidas a 35
ciclos de amplificagio com desnaturagiic de 1 min a 94°C, anelling de 2 min a 55°C ¢
aquecimento a 72°C por 2 min . A reagdio foi realizada em um ciclador automatico de temperatura

{(Perkin Elmer-Cetus, Cetus Corp, Boston, MA, USA).

Foram estudados os RFLPs das enzimas Bell e Hind HI para o gene do fator VIIL Os
primers utilizados para 0 polimarfismo da Bell foram: 5
TAAAAGCTTTAAAATGGTCTAGGC-3' e S“TTCGAATTCTGAAATTATCTTGTTC-3'
¢ para a  deteccBo do  polimorfismo da  Hind Il os  primers
S“TTGGCGAGCATCTCAATGCT-3' ¢ 5-CTAATGTGTGTCCAGAAGCCAT-3 (Peake ef al,
1963},

O material amplificado foi digerido com as respectivas enzimas de restrigio e o produto
separado em gel de poliacrilamida a 12% para a reagdo da Bell e em gel de agarose a 2% para a

Hind 1T e entfo visualizado sob a luz ultravioleta apés coloragdo com brometo de etidio.

Identificacfio do Rearranjo ¢ Deficiéncias Génicas do Gene do Fator VIII

Digestdo do DNA Gendmico , Separacio em Gel de Agarose e Southern Blot.

A partir de 5 ug do DNA gendmico foi realizada a digestdo com a endonuclease de restrigio
Bell de acordo com as condigBes recomendadas pelo fabricante (New England Biolab, Bervely,
M4, USA). Os fragmentos obtidos foram separados por eletroforese em gel de agarose a 0,5%
usando o DNA A digerido com a enzima HindlHl como marcador de peso molecular. O tampio
TEA (Tris-Acetato 0,04M; EDTA 0,0IM pH 8,3) foi utilizado na preparagdo da agarose e na
eletroforese realizada em cuba horizontal por 36hs, na poténcia de 25 a 30 V i temperatura

ambiente .
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Apos a corrida eletroforética 0 DNA contido no gel foi visualizado em luz ultravioleta apos
coloragdo com solugéo de brometo de etidio (0,5mg/ml). O gel foi entdo submetido ao tratamento
com NaOH 0,4N para a desnaturagdo da hélice dupla de DNA. As lavagens foram realizadas em
duas etapas de 15 minutos, sob leve agitacio constante 3 temperatura ambiente. A transferéncia
do DNA para a membrana de nylon (Hybond N+, Amershan, England) foi realizada usando
NaCGH 0,4N como solugio de transferéncia durante um pefodo de 4 a 6 horas a temperatura
ambiente. A membrana foi entfo lavada por 2 minutos em solugio de $8C 2X (Nacl 3M; citrato

de sodio 0,3M).

Pré-Hibridizacio e Hibridizacio das Membranas

A membrana contendo o DNA em hélice simples foi colocada em recipiente plastico
contendo de 15 ml de solugiio de 0,25M NaPi; 0,25M NaCl; 7% SDS; ImM EDTA e 10%
Pn%ietﬂenoglicoi (PEG-6000). Esta incubago foi realizada por 10 a 20 minutos a 65°C sob suave
agitagiio. Posteriormente foi adicionado a sonda especifica para o gene em estudo e a hibridizagsio

realizada por 16 hs a 65°C.

Apés a hibridizagfio, as membranas foram lavadas a 65°C por etapas de 15 minutos em
selugio de 2X 8SC e 0,1% SDS, 15 minutos em soluglio de 1X SSC e 0,1% SDS e lavagens
adicionais em solugbes de 03X ¢ 0,1X SSC e 0,1% SDS. O controle da presenga de

radioatividade mespecifica, foi realizada pelo monitoramento com contador Geiger.

As membranas foram submetidas a lavagem por 5 minutos em solugio de SSC 2X, secas e
envoltas em filme de plastico ¢ colocadas em cassetes contendo filme KODAK X-OMAT, O filme
fot rf:%felado apds 16hs de exposi¢io a ~70°C para a primeira avaliagio, e se necessario apos

prolongada exposicio por 7 a 14 dias,

{3 tamanho dos fragmentos foi determinado pela andlise do grafico contendo a distancia das
bandas a partir do ponto de aplicagfo versus a curva padrio do marcador de peso molecular,

medidas em centimetros.
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‘Mareacio das Sondas

‘As sondas utilizadas neste estudo foram amplificadas em experimentos de transformacio
bacteriana (Maniatis ef o/, 1989) utilizando-se células competentes, Apos cada transformaciio
f‘{)raﬂ% realizadas preparagdes de DNA conforme indicagdes de preparagBes de plasmideos
(piasmid maxi preparations-QUIAGEN KIT). As sondas usadas foram obtidas a partir do cDNA
FVIHL & cedida gentilmente pela Dra J Gitschier (Howard Hughes Medical Institute, San
Frmzéisco, US4) e a sonda probeA oferecida pelo Dr Bert Baker (Sylvius Laboratory -
Dépa}mem of Anthropogenetic - Leiden- The Netherlands).

As sondas foram marcadas com o fosforo 32 utilizando-se o sistema AMegaprime DNA
Labelling (Amersham, Englond). Nessa téonica o DNA € desnaturado ¢ misturado a primers
(iniciadores) com molaridade elevada, ¢ a enzima Klenow, uma DNA polimerase 1, que perde a
atividﬁde exonucledsica 53" Devido a aﬁséncia desta atividade, os nucleotidios radiativos
incorporados durante a marcagdo nio séo liberados como monofosfatos. A reagiio foi realizada
utilizando-se 10ng da sonda em quantidade de 4gua destilada estéril para um volume de 11l O
DNA foi desnaturado a 100°C juntamente com 2! de uma mistura de primers e posteriormente
deixado a temperatura ambiente até o esfriamento. Apos esse periodo, foi adicionado 4pl de uma
mistura nucleotidios (dATP, dGTP, dTTP), 1,5 a 2l de 32P-dCTP, 1 ul da enzima Klenow
{SUfgﬁ} em um volume final de 20pl. A reagdo foi incubada durante 10 a 15 minutos a 37°C ou 3
horas a temperatura ambiente e finalizada pela adigfio de 20 ul de uma solugio de EDTA 25mM,

2% Dextran azul e 0,2% de Fenol vermelho.

ﬁ;pés a marcag#o, a sonda foi purificada em coluna de Sephadex G-50 para a remogio de
nucleotideos ndo incorporados. O controle da incorporagio e da medida da radioatividade foram

reatizados em detector de emissio beta.
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Deteécfio do Polimorfismo de Conformacio em Hélice Simples (SSCP).

‘Amgplificacio das Amostras

‘As amostras de DNA estudadas foram amplificadas pela reagfio em cadeia da polimerase
(PCR) de regides codificadoras e regides de excisio dos introns dos 26 exons do gene do fator

VIIL

As reages foram realizadas em volume final de 30 pl contendo 500ng de DNA gendmico,
S4mM Tris-Hel pH 8.8; 5.4 mM MgCly, 5,4uM EDTA, 13,3 mM {(NH4)72804, 10% DMSO,
SmM B-mercaptoethanol, 0,4 mg/ml BSA, 0,8 mM de cada deoxi-nucleotideo trifosfato (dATP,
dGTP, dTTP, dCTP) e 400ng de cada primer e 2U de Taq DNA Polimerase.

Diferentes combinagdes de primers foram utilizadas para a amplificacfo simultdnea dos
exons (multiplex-PCR). As sequeéncias dos varios primers utilizados na amplificagio do gene do
fator :VHI estdo relatadas na tabela 3. As combinagbes foram padronizadas de acordo com o
tamanho das regides amplificadas e o padrdio obtido pelas hélices simples do DNA amplificado no
gel de poliacrilamida niio-desnaturante. Para a andlise do SSCP ¢ necessario que os fragmentos de
sequéncias de DNA sejam inferiores a 300pb. Dessa forma, foi possivel quatro combinagdes que

permitiram a amplificacdo de 19 exons:

Combinacio A exons 3-12-22-23-24-25

Combinagio B: exons 2-3-4-6-7

!

Combinagio C: exons 11-15-16-20-21

{

f

Combinagdo D: exons 10-19-26

A amplificagBio dos exons 8 e 9, 17 ¢ 18 foi realizada conjuntamente e com posterior
digestfio com endonucleases Ddel ¢ Taql, respectivamente, para obtengfio de pequenos

fragmentos apropriados para o SSCP.
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A amplificagio do exon 1 foi realizada isoladamente e um fragmento de 608pb foi obtido &

posteriormente digerido com a endonuclease Mvall.

O exon 14 devido 4 sua grande extensdio, 3.000pb, foi amplificado em trés diferentes reacdes

com ﬁ'agmentos de aproximadamente de 1.000pb e posterior digestdo com enzimas de restrigzo.

A amplificacfio do exon 13 foi realizada isoladamente por necessitar de temperatura de

emm-i?ng de 53°C.

A tabela 4 mostra os dados referentes aos produtos da PCR correspondentes aos diversos

exons e dos fragmentos obtidos apds a digestdo com as diversas endonucleases
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TABELA 3: SEQUENCIA DOS FRIMERS PARA O ESTUDO DO GENE DO FATOR Vill

EXON

SEQUENCIA

SENSEIANTISENSE

PRODUTO DO PCR. fph)

st

pidl

H

22

23

i)

15

28

FGCTCCTGTTCACTTTGACT TS
S AGCATCCACAANCCATCCTAACY

FTGAAGTGTCCACCAAAATCGA-Y
FTACCCAATTTCATAAATAG

SGTACTATCCCCAAGTAACCT-
FTATTCATAGAATGACAGOAC-?

S-ACAGTOGATATAGAAAGGAC-Y
STGCTTATTTCATCTCAATICS

F-CTCCTAGTGACAATTICCTA-Y
F-AGCAGAGGATTTCTTICAGH-Y

FLATGAGACACCATGCTTAGCY
FLTGOTGCTGAATTTGOAAGA-T

STCAGATTCTCTACTTCATAGS
SGAAMCTOTGCAAGGTCCATC S

FLTCTGGTATAGGACAGOCTAY
SAGAGAGGTA CAATAFITAAAY

- AGAGTTGGATTTGAGCCTAC-Y
SLCAGACTTTTICTTICTTACCT-3

SAGUCTCAAATTACTATAATGY
F-ACTTTAGACTGGAGCTTGAG-Y
S-CATGATTATCANTATGTGGC-Y
FGATCOGACATACACTGAGA-Y

SMCTAGCTCCTACCTGACAACA-Y
S-GACATCACTTTGATTACATC-Y

ICATATAATAATICCTAATTG-S
SAGAGCATACGAATGGOTAGT-Y

FGACGAACCTCTAACAGAACGT-S
SCTGTTGGACCATTICCATGT-3

S-TATGCTCCAGTACTTICAAGAT
FAGATCAGAAGAGTIGTCTTG-3

SCATTOCAAAGGTATCATCATT.S
FAGCAGAGCAAAGGAATANCC-Y

FLUACCTAGCAAAMATGAGGATG-Y
FAGTGOGAATACATTATAGTC-F

S-AGCATCCATCTTCIGTACCA-3
STTGCACUTAGGATAAATATC-Y

FAATCCAUTCIGGFI TCATAGG Y
FACTGATTOTGTTCCCAGTGE-
FCAAGCACTITGCATTTGAG-S
FGOTOAGTAGOTAGGGAACCTY
STTGTOCACTCTAGTTACTGT.
F-ATAATCAGUCCAGGTICTTES
F-GACTAACCCAGCTGAATTT A3
F-OAGTGAATGTOATACATTTCY

FTCAGGAGGTAGCACATACAT-3
SGTCCAATATCTCGAAATCTGES

FOTCTOTATTCACTTTCCATGY
F-GATATTGOATGACTTGUCAC-Y

FGCTCAGTATAACTGAGGCTG-3
S OUTCTGAGTCAGTTAAACAGT-F

FGAATTTCTGGGAGTAAATGE-Y
F-GCTTACCTTTACTTTGCCAT-Y

3 GOATTOCTOCAAGTGRACTTCCAGAAGHTUA-

FACTGOAAACAACTAGAAGTG-Y
SUTTAGCACAAABOTAGAAREC Y

§
¥
5
3
¥
3
SP
3
Sr
3{
5
3
5!
3[
¥
3‘
g
¥
5
¥
5
3
5
4
&
¥
s

nokddg

¢ 3037
no 4454

¢ 4375

608

oth

208

95

187

356

284

47

334

283

Lt

1252

1085

1029

4

436

™8

197

i35

181

28§

214

249

322

3y

*Sequdncis do priser mutinte para a amplificagiio de um fragmento do zxon 23 com sitio artificial de clivager parz a endonuctease BsrDl,
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Tabela 4. Relaglio dos exons e endonucleases utilizadas para a obtenciio dos fragmentos do
produto do PCR para a analise do SSCP

- EXON ENDONUCLEASES PRODUTO DO PCR (bp)

i Mval 283,147,101,77

8-9 Dde 1 227, 185,177,163,77
14A Avall, HindIII, BstNi 290,248,245,166,138, 87,60
_' 14B ~ Avall, Rsal 343,279,199,169,66,29
- 14C BstNi 321,253,169,160,78,48
1718 Taql 320,249,209

‘Preparacio das Amostras

As amostras da PCR foram diluidas em uma solugio de formamida 95%, EDTA 20mM, azul
de bromofenol 0,05% e xilenocianol 0,05%, na propor¢io 1:4, e posteriormente desnaturadas a
80°- EE_OG"C por 3 minutos, Desta solugiio 1ul foi aplicado em gel com auxilio de um instrumento

apropriado.

.f&milise do SSCP Nio-radioativo

S'A analise do SSCP foi realizada no sistema de eletroforese PhasiSystem® Pharmacia
(P}zar;macia. Sollentuma, Sweeden). As condi¢Bes de eletroforese foram 25 V por 2 horas 4 15°
. -@é fragmentos de DNA foram visualizados pela coloragio do gel com a prata que consistia em
banhoés consecutivos em 20% de &cido tricloroacético (5 minutos 4 20°C), 5% glutaraideido
{5 mimutos 4 50°C), agua (duas lavagens de dois minutos & 50°C), 0.4% AgNO3 (8 min 3 40°C),
agua (duas lavagens de 30 segundos cada a 30°C), 2.5% NapCOj3 -0.013% formaldeido

{4 minutos at 30°C) and 5% acido acético (2 minutos & 50°C).

Cuaswistica e AMétodos 35



_: Analise do SSCP Radioativo

‘As amplificactes das regides do gene do fator VIII foram realizadas similarmente ao

anteriormente descrito, com adigio de 1ul de 32 P-dCTP.
As combina¢des utilizadas e os exons amplificados foram:
- Combinagio A: exons 2-3-4-6.6-10-23-24,
~ Combinacio B: exons 5-7-12-20.
~ Combinagio C: exons 11-15-19-21,

s exons restantes foram amplificados e analisados separadamente, como descrito
anteriormente. O exon 14 fol amplificado em 3 diferentes reagBes. As amostras a serem analisadas
eram dituidas 140 em uma solugio de SDS/EDTA e posteriormente diluida v/v com uma solugio

de 95% de formarmida, 20mM de EDTA, 0,05% de xilenocianol e 0,05% azul de bromofenol.

?’s-eietroforese fol realizada em gel de poliacrilamida 8% ndo-desnaturante contendo 10% de
giieeréi em tampdo Tris-EDTA-borato (Tris 0,89M, acido borico 0,89M e EDTA 20mM) em
placas; de 33x38 & 33x40 cms com expessura de 0,4mm. A eletroforese foi realizada 3 temperatura
ain%}iahte (20C) a 20W durante 17 horas. Posteriormente o gel era fixado em uma solugiio de 10%
metanol e 10% acido acético, seco a 80°C ¢ colocado em um cassete com filme de raio-x. A

autorradiografia habitualmente era revelada ap6s uma exposicio de 16 horas a -70°C.

Sequé_nciamento dos Fragmentos Amplificados
P:urificag:iio do DNA

é} produto do PCR a ser sequenciado foi purificado por separagiio em gel de agarose 0.9%
de .acérdo com Maniatis ef al, 1989 (Ultra low gelling temperature-Sigma Chemical Co, St.

Lowis, US4).
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Reaciio de Sequenciamento

O sequenciamento dos produtos do PCR  obtidos na amplificagio simétrica do DNA foi

realizado utilizando-se o fragmento Klenow da polimerase Sanger ¢ al, 1977).

Ao DNA purificado foi adicionado 3pMol do primer, 1,5ul de tampdo 10X e 7,5u! de agua
estérii_. Esta mistura foi incubada a 100°C por 5 minutos e colocada no gelo imediatamente. A
seguir, foi adicionado 1,5 a 2ul de 338 dATP e 1ul da enzima Klenow (2U/ul) possibilitando o
mIcio _:d-a sintese da hélice complementar. Dessa solugfo final um volume de 3l foi distribuido em
4 tt‘.{zbas separados  contendo cada uma quantidades limitadas dos  diferentes
2'3-dideoxinucleotideos 5'-trifosfatos (ddATP,ddGTP,ddCTP,ddTTP) e incubado a 37°C por 20
minut(f;s‘ A adicio dos dideoxinucleotideos trifosfatos provoca a terminaciio das cadeias
simet-iéaﬁas, Apbs esta etapa, foi adicionado aos tubos um volume de 1,51 de uma mistura de
deoxinucieotideo (0,125mmol/l de cada dATP,dCTP,dGTP,dTTP) ¢ incubado a 37°C por 15
minutos. O excesso de dNTP produz a polimerizagio das cadeias sintetizadas em que nenhum
ddNTP foi incorporado. As reagdes foram interrompidas pela adigiio de 4ul de uma solucio de
formamida 95%, EDTA 20mM , azul de bromofenol 0,05% e xilenocianol 0,05%
(Segzee@nce kit, Boehring-Mannhein, , Mannhein Germany), .

) gel de sequenciamento consistia em gel de poliacrilamida 8% em tampfio de Tri-EDTA-
bﬁra‘td TEB (Tris 0,89M, icido bérico 0,89M e EDTA 20mM), uréia 8M em placas de 33x38 ¢

33x40 cms com expessura de 0,4 mm.

Aproximadamente 4ul do produto da reagio do seguenciamento foi desnaturado a
I(}{}"CE por 5 minutos e aplicados no gel. O tampdo utilizado na eletroforese for« TEB 1X, com a
eletroforese realizada a 60W por 2 a 3 horas a temperatura ambiente. O gel era fixado por 20
mizzu;t-és em um sclugio de 10% metanol ¢ 10% de acido acético, seco a 80°C e colocado em um
cassete com filme de raio-x. A autorradiografia foi revelada apos 16 horas de exposigio 4

temperatura ambiente.
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L. Polimorfismos de Restri¢io (RFLPs) para as Enzimas Bell ¢ HindIII no Gene do Fator

VIH em uma Populacio Negréide Brasileira:

Inicialmente foi levado a efeito um estudo dos RFLPs para as enzimas Bell e Hind III no
gene ;de fator VII em individuos controles negréides brasileiros do Estado de Sio Paulo com o
objetivo de avaliar sua frequéncia alélica nessa populaco. Foram avaliados 43 cromossomos (15
hame}zsf 14 mulberes) para o polimorfismo da Bell (intron 18) e 32 (16 homens/8 mulheres) para
a enzima Hind HI (intron19). Os resultados obtidos revelaram a auséneia do sitio polimoérfico (-}
parg é Bell em 84% dos cromossomos analisados e a presenga (+) do sitio polimérfico em 16%.
Para a Hind HI, o alelo (+) foi detectado em 81% dos cromossomos ¢ em 19% o alelo {-}. A
prevaléncia de heterozigotas para os polimorfismos da Bell e HindIII foi de 0,27 e 0,186,
respeétivamente. Os numeros de heterozigotas obtidos neste estudo ndo foram significativamente
diferentes daqueles esperados para a Bell (X{%)z 0,068; 0,70 <p< 0,80) ¢ HindIQ (X(2;)3= 1,30; 0,20
<p< (,30). Também n&o foram observadas diferengas entre os resultados em homens e mulheres

(Arruda et al, 1993),

1.2, RFLPs no Reconhecimento das Portadoras do Gene Ligado a Hemofilia

.'A figura 5 exemplifica a anélise do RFLP para a enzima Bell no intron 18 do gene do fator
VI O produto do PCR ¢ de 142bp e apos a digestdo com a enzima observa-se que a presenca do
sitio de restrigio (+) gera dois fragmentos de 99 ¢ 43 pb ¢ a auséncia (-), o fragmento de 142 pb,
Neste exemplo, o paciente hemofilico (1) tem o alelo (+), a mfe (2) é heterozigota (+/-) dessa
forma, nesta famifia o alelo ligado 4 hemofitia ¢ o alelo (+). A irmi (3) é homozigota para o alelo
polimérfico (+/+). Podemos concluir que a irmd recebeu da mie o alelo ligado 2 hemofilia,
portarito € portadora do gene andmalo. Esse resultado indica que o estudo do RFLP foi

informativo nessa familia,
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Figura 5

Na figura 6 estfo representados os resultados da analise da amplificacio de uma regido do
intron 19 para o estudo do polimorfismo da Hind I11. O fragmento amplificado € de 730pb. Apés a
digastﬁa com a enzima de restrigdo, a presenca de um sitio comum em todos os individuos gera
um frﬁgmento constante de 480pb. A presenca do alelo (+) da origem a dois fragmentos de 160 ¢
90pb, e auséncia do sitio de restricio (-) gera um fragmento de 250pb, além do fragmento
constante de 480pb, Nesta familia o hemofilico (2) apresenta o alelo (+) e a mie (3) é heterozigota
{+/-} para o polimorfismo. Neste caso, o alelo (+) esté ligado ac gene para a hemofilia. A irmi da
mie (?1): € homozigota para o alelo (-/-). Concluimos, dessa forma, que esta niio ¢ portadora do

gene da hemofilia,

O heredograma da figura 7 mostra o estudo do polimorfismo para a HindIlI em familia
onde ¢ paciente (1) possui o alelo (-}, no entanto, a mie (2) é homozigota para o alelo (-/-) e a
irmd do paciente (3) € homozigota (-/-). Nesse caso, é impossivel pelo estudo desse polimorfismo
inferif:_se a irmé recebeu ou nio o alelo ligado & hemofilia. Assim, podemos dizer que para essa

enzima o polimorfismo nio ¢ informativo.
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Fignra 6

Figura 7
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Na tabela 5 estdo relacionados os dados referentes a0 estudo dos polimorfismos para as
enzimas de restrigio Bell e Hind[Il em um grupo de familas de individuos portadores de hemofilia
A, Fdram estudados 106 individuos pertencentes a 24 familas distribuidas entre 16 caucaséides e
3 ﬂe:g}éidf:s. Fol possivel identificar ou excluir as portadoras do gene ligado a hemofilia em 17 de

24 (70%}) familias estudadas. Nos demais casos, os polimorfismos nio foram informativos.

Tabela 5: Estudos dos polimorfismos no gene do fator VIIT em pacientes com hemofilia A e

familiares: caracteristicas clinicas e resultados laboratoriais.

Paciente Raca N°® de Bel HindII
' familiares (intron 18) {introni19)
estudados

"HAL caucasoide 6 I I
- HA3 caucasoide 4 NI Ni
- HA4 negroide 3 I I
"HAG caucasoide 4 Ni I
HA7 negroide 3 I I
HAS negroide 3 NI NI
HAl6 caucasdide 4 1 1
HA17 negroéide 4 NI 1
HA20 negroide 5 1 I
HAZ1 caucasdide 3 NI Ni
HA24 caucasade 4 NI Ni
HA26 caucasdide 5 NI NI
HA30 negroide 4 NI NI
HA36 caucasoide 4 NT I
HA37 caucasoide 6 NT I
HA38 caucasoide 4 NT i
HA39 caucasdide 5 I i
HA40 caucasoide 4 I Ni
HA42 negroide 6 I I
HA48 negroide 4 I I
HA49 caucasoide 6 1 1
HASI caucasoide 5 I I
HAS2 caucasdide 5 I I
5 NI NI

HABD caucasdide

Iinformativo NI-nfo informativo NT-ndo testados
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2. Estudo das Alteragdes Moleculares no Gene do Fator VI
2.1 Analise do Rearranjo do Gene do Fator VIII

‘O primeiro passo na caracterizagio molecular dos pacientes com hemofilia A grave foi o
estudo do rearranjo do gene do fator VIII com o emprego da técnica de Southern blot e

hibridizag3o com a sonda F8A.

.Nfa figura 8 estfio exemplificados os padrdes de hibridizacSes obtidos com a sonda F8A. Em
condipBes normais sio observadas trés bandas correspondentes is copias do gene FBA. A banda
ce:reépendeme a copia localizada no intron 22 do gene do fator VIII € de 21.5Kb, enquanto as
bandas correspondentes as copias localizadas distal e proximal ao gene do fator VIII sfio de 16 ¢
341{%1; respectivamente (linhas 1 e 4).Quando ocorre a recombinagdo entre as copias do gene FSA
axiszi% alteraciio constante no padrio de hibridizagio da banda de 21.5 Kb que passa a ter
aproximadamente 20Kb. Na recombinagio com a copia distal do gene F8A ha a mudanga de 16Kb
pars i’?,SKb {linha 2-mulher, linha 3- homem) e na recombinagdo com a copia proximal a banda

de 14Kb passa a ser de 15Kb (linha 5-homem, linha 6-muiher).

Foram analisados 21 pacientes com hemoflia A grave e em 13 pacientes foi detectado o
rearranjo do gene do fator VIIL O rearranjo do gene F8A localizada no intron 22 com a copia
distal foi encontrado em 8 casos e em 4 com a cdpia proximal. O paciente 34HA apresentou uma

forma variante de recombinagio

Na tabela 6 estio representados as distribuigBes dos tipos de rearranjo do gene do FVIll e a

relagio com a presenca de inibidor do FVIIL
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Tabefa 6: Distribui¢fo dos tipos de rearranjo do gene do FVIII e relagdo com o inibidor do

FVIIIL
;. Paciente Rearranjo do Gene do Inibidor do FVIO
Fator VIII

HA3 Distal Presente
HA4  Proximal .
HAS Proximal -
HAG Proximal -
HA7 Distal -
HAS Distal -
HA14 Distal -
HA17 Proximal -
HA27 Distal -
HA34 (Gene F8a Extra -
HA36 Distal Presente
HA37 Distal .

___HA40 Distal -

0 paciente 34HA apresentou as trés bandas correspondentes ds copias do gene FBA. Além
disso,: foi observada um banda adicional de aproximadamente 20Kb (fig.9). Posteriormente foi
rea?!:izédo a hibridizagio do DNA gendmico do paciente digerido com diversas endonucleases de
res;tr;ié&a com a sonda ¢DNA FVIHL Os resultados obtidos nio permitiram reconhecer outras

anarzﬁ&lidades no gene do FVIIL

Resgffadﬂs 44



(I BYUI[) [RILIOU D[OIHOD OU SEPRIOSIIP SIUIUHBULIOU SEPUB]
S SBp WRR q307 Smewrpewxcide 3p BIXS BPUBQ PWIN BPRAISSQO 3 (YHbL) 7 BYUI BN 70Jg tIIn0g 9P RO

2[ad g BpUOS ¥ WO OPRZIPUGH & [{PY SSLIONUOPUS B WOI OpusSip oomugued YN Op vpnqo egeiSoiprLONy .6 eindig

M i

a3 91

a3 02
aq g'ie




~ Com o objetivo de avaliar a a origem desta banda extra foram estudados os pais do paciente
com 08 mesmos procedimentos. A mesma banda foi observada apenas no DNA materno. Nesta
familia sfio conhecidas trés outras irmds com filhos portadores de hemofilia A grave. O pai destas
n}uiﬁeres nunca apresentou sinais de doenga hemorragica e nfio hé casos de hemofilia relacionada

aos familiares da mie.

2.2 Métodos de Rastreamento para a Identificaciio das Mutacdes no Gene do Fator VIIX
- 2.2,1 Padronizacio

Para a realizagio dos métodos de rastreamento de mutacdes no gene do fator VI foi
necessario a identificagdo de primers para as amplificagio das regides codificadoras, dos sitios de

excisfio dos introns e da regifio promotora.

:. Neste estudo as sequéncias dos primers foram cedidas gentilmente por W.C. Pieneman ou
dﬁ;scﬁtas por Higuchi ef al, 1991a,b. Os primers utilizados neste trabalho permitiram o estudo de
todas as regides codificadoras, de 49 dos 50 sitios de excisio dos introns e parte da regifo
promotora do gene do fator VIII, A regifio correspondente a extremidade 3' nfio traduzida ndo foi

analisada,

A padronizagdio das diferentes combinagbes de exons a serem amplificados simultineamente
(multiplex-PCR) foi conduzida em razio dos diferentes tamanhos dos produtos da PCR ¢ do
padz‘-ﬁc obtido na migragio eletroforética em gel nHo-desnaturante para o SSCP. Dessa forma foi

possivel estabelecer com seguranga a identidade de cada banda em relacfio aos diferentes exons.

'O produtos da PCR obtido das diferentes combinages usadas foi desnaturado a 95°C e em
seguida separado eletroforeticamente em gel de poliacrilamida nio-desnaturante, As hélices
simplés do DNA assumem uma conformagio tridimensional que depende da sequéncia priméaria de
nueieétitiecs‘ Quando sdo analisadas as amostras do PCR de diferentes individuos no mesmo gei ¢
pz)SSi‘s:’ﬁi' o reconhecimento dos padres normal e anormal de migragio adquirido pelas

determinadas sequencias de DNA. Este fato pode ser observado nas figuras 10 a 12 onde estio
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respectivamente representados os resultados obtidos com as combinagSes A, B, C e D em um
grupe de pacientes estudados. Assim, ¢ reconhecimento de uma padrdo eletroforético anormai
das. cadeias simples do DNA é facilmente identificado como esta exemplificado nas figuras 10 ¢

it

‘Para o andlise completa dos sitios de excisio dos introns relacionados aos exons 8 e 17
foram realizadas amplificagdes conjuntas entre os exons 8 e 9; ¢ entre os exons 17 e 18,
respectivamente. O produto do PCR foi posteriormente digerido com as enzimas Ddel

{ exons 8-9) e Tagl (exons 17-18),

Devido a grande extensdo do exon 14, sua amplificagiio foi realizada em trés diferentes
reaglies com digestdo dos produtos da PCR com endonucleases. Na figura 28 esta representado o

paérﬁ_ﬁ: obtido com este procedimento para os primeiros 1000pb do exon 14.

2.2.2 Resultados Obtidos com Multiplex-PCR e SSCP

Na andlise da multiplex-PCR ¢ SSCP foi possivel identificar um padrio eletroforético
ane}rréai- em 85% dos pacientes estudados do grupo com hemofilia moderada ou leve.
Adi{:iéfza}nxente foram analisados os pacientes com hemofilia A grave que ndo apresentaram o
rearra_ﬁia do gene do fator VL Este grupo consistiu de 8 pacientes € um padriio eletroforético

anormal foi evidenciado em 4 pacientes.
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2.2.3 Mutagbes Identificadas

::'(}s resultados obtidos com o SSCP facultam a reconhecimento da regifio do gene aonde est
iﬁﬁaii?-ada a mutacio, mas nfo € suficiente para sua identificaco. Dessa forma, foi realizado o
seqﬁénciamento direto dos fragmentos de DNA identificados como anormais no SSCP. Os
resﬁiﬁédos obtidos revelaram 16 diferentes mutacdes das quais 11 nfio previamente descritas. Foi
2&@%)%:11 identificada uma substituicdo neutra no codon 1241 (exon 14). Na tabela 8 estfo

resumidas as alteragdes moleculares caracterizadas neste estudo.

E’-Quatro pacientes hemofilicos do grupo moderado-leve apresentaram a mesma mutagio de
pa‘nié no exon 25, caracterizada por uma transicBo A—(G na posigio 2238 que prediz a mudanga
de: V:%E'w—}Met (fig. 25). Para analisarmos se esta transi¢do poderia corresponder a um polimorfismo
for teéﬁzado seu rastreamento em 160 individuos normats (100 caucasoides e 60 negroides). Essa
ait_fez_”.ai%;ﬁa foi investigada segundo um procedimento técnico desenvolvido nesse trabalho, que
pcﬂ'niétiu a criagio de um sitio artificial para a endonuclease BstDI. Assim foi desenhado um
pr???ir{r com a sequéncia modificada criando-se artifictalmente um sitio para a endonuclease BerDI
O ffagin'ento do PCR obtido com o primer modificado e o primer 3'do exon 25 foi de 169pb. A
dig‘ﬁ;sf_ﬁg do produto do PCR com BsrDI origina dois fragmentos de 140 e 29pb quando existe o
nuéifeﬁideo A na posi¢do 2238. No entanto, quando existe o nucleotideo (G nesta posigio a enzima
nio -.ffecanhez:e o sitio de clivagem permanecendo o produto do PCR com 169pb (fig. 29). A
anéiiéé- desta populagdo mostrou que os 160 individuos apresentavam o nucletideo A na posigio
22;33.?_ Estes dados sugerem que a transi¢ﬁo deva ser uma mutagio de ponto e no um
p@ji‘ignéafﬁsmo. O estudo dos hapl6tipos destes quatro pacientes pelo anélise do polimorfismo da
BCI{ iinﬁon 18), da HindMI (intron 19) e das sequéncias (CA) nos introns 13 e 22 mostram
haé%é%ipos idénticos em trés pacientes ¢ o do paciente 49HA apresentou divergéncia somente no
a%é!éa ﬁ.da-s sequénecias (CA) do intron 13. Estes dados em conjunto sugerem que a mutagio
Métl‘i%a\fai é provavelmente responsdvel pela doenca com a mesma origem em pelo menos

trés.dos 4 pacientes.
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g:A analise do paciente 11HA revelou a impossibilidade de amplificagio do exon 17, embora
com amplificagBes normais dos exons 16, 18. Assim, para a confirmagiio de uma provével perda
géﬁ_f:iéa. foi levado a efeito a hibridizagio do Southern blot do DNA gendmico digerido com a
enzi:ﬁa Tagl com a sonda cDNAFVIIL Os resultados obtidos evidenciaram um padrio anormal
carfﬁépandente a regido do exon 17 (fig.27). Em seu conjunto esses dados indic.am uma

deﬁeiéncia génica de aproximadamente 200 pb incluindo o exon 17.

_:G fragmento origindrio da amplificagdo dos exons 17-18 do DNA do paciente 31HA ndo
apre_séﬂtava o sitio de clivagem para a endonuclease Tagl. Neste fragmento existem normalmente
3 s;it-ici;s. para a Tagql. Quando os exons 17 e 18 foram amplificados isoladamente o produto do
PCR %mrrespondente apenas ao exon 18 nfo apresentava o sitio de clivagem para a Tagl O
seque%zc-iamento direto do fragmento correspondente ao exon 18 evidenciou a mutacio de ponto

1941 decorrente da mudanga Arg1941 CGA —CAA Gln (fig.22)

Dez das mutagdes descritas neste estudo modificam sitios de restrigfio para endonucleases, o
que possibilita a identificagiio rapida dos individuos portadores destas mutagdes nas diferentes
familias. Na tabela 9 estdio representadas as mutagdes e as respectivas endonucleases envolvidas

ng g2y reconhecimento,
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Tabela 9: Relagio das mutagdes de ponto identificadas pelo uso das endonucleases de

restrigio.
PACIENTE Exon Codon Modificaciio no sitio de restriciio
 HAI3 3 94 Perda de sitio para a Fokl
- HAZ26 5 183 Perda de sitio para a Plel
- HA29 7 282 Novo sitio para a Gsul
- HA46 7 256 Perda de sitio para a Nlalll
- HALZ 13 618 Novo sitio para a Tagl
HAIS 17 1848 Perda de sitio para a Mnll
- HA3 I8 1941 Perda de sitio para Tagl
 HA20 25 2262 Novo sitio para a Hphl
- HA2S 25 2159 Perda de sitio para a Bsml
U HA2% 25 2238 Perda de sitio para a BstDI

234 Descrigdes das Mutacdes Identificadas

_;Pam exemplificar as mutagGes identificadas neste estudo siio mostrados os resultados
ob‘;ti‘é_ié;)s com a multiplex-PCR e SSCP, seguidos dos sequenciamento direto do DNA e
eve&tﬁaimente sio mostradas as detecgSes das mutagOes utilizando-se o produto do PCR ¢

posterior digestio com endonucleases.
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FxgﬁmS@ Analise do SSCP marcado com 320p do produto do multiplex PCR do gene do
e fator VII. Os fragmentos correspondentes aos exons 2,3,4,6,9,10,23 e 24 estio
identificados a direita. Ndo é observado padrdo anormal de migragio neste grupo

de pacientes.



Discussdo



z‘& hemofilia € uma doenga hemorragics hereditiria ligada ao sexo amplamente distribuida
ezagre t&s diferentes grupos populacionais estudados (Peake et al, 1993). Seu tratamento ¢ baseado
na:fegczsxgao do fator coagulante deficiente obtido a partir do plasma humano, o que acarreta alto
ns{:ﬁ de transmissdio de doengas infecciosas, contribuindo para a elevada morbidade da doenca
(J{}ms & Ratnoff, 1991; Lusher, 1995) . Além disso, pelo alto custo desta terapéutica, apenas
2@% das pacientes hemofilicos do mundo tém acesso a tratamento adequado (Jones, 1995). Desse
mﬂd& 0 aconselhamento genstico na hemofilia reveste-se de particular importincia quando
cﬁm_pgaraﬁo a outras doencas genéticas.

| ?‘Jésse contexto, a aplicagdo dos métodos de biologia molecular no reconhecimento da
paﬁééara do gene da hemofilia apresenta-se como uma importante alternativa aos métodos
hiaéqéﬁiﬁﬁcos classicos. O estudo de diferentes RFPLs no gene do fator VI faculta o
recé}ﬁﬁf?iecimenm da portadora em 60 a 80% das familias estudadas em populagBes européias e
m:sz%qé«%mericanas (Peake et al, 1993).

'_ '§: Em razio da variabilidade dos polimorfismos génicos relacionados 4 hemofilia nas diversas
pa;ﬁzﬁégées estudadas, o presente trabalho inicialmente estimou a prevaléncia de diferentes
polmrﬁsmos intragénicos no gene do fator VIII em individuos negroides de uma populacio
brasﬁem Os resultados revelaram a prevaléncia de heterozigotas de 0,27 e 0,16 para os
paimgrﬁsmos das endonucleases Bell e HindIH, respectivamente. Estes dados indicam valores
semieg}éames aos relatados em populagBes negras de diferentes paises e em outras regides
braszlezms (Peake ef al, 1993; Figueiredo ef o/, 1993; Bandinelli e al, 1994) corroborando os
achédétj?gz anteriores que sugeriam certa homogeneidade desses polimorfismos na populagio negra

(tabela 10).
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Tabela 10: Frequéncia dos polimorfismos relacionados a0 gene do fator VIII em populagdes

brasileiras
Poiiﬁéérﬁsmn alelos negréides negroides caucaséides caucasdides
_' '_ : _ (este estudo)  (Bandinelli, 1994) (Bandinelli, 1994) (Figueiredo,1993)
Ball ) 0.84 0.91 0.25 0.25
fintron 18) () 0.16 0.09 0.75 0.75
Hmdiﬁ (-} 0.09 0.13 0.68 0.70
(nron19) 1) 0.91 0.87 0.32 0.30

Em seguida, com o objetive de utilizar os polimorfismos na identificacdo de portadoras,
f‘aram axxahsadas 24 familias, constituida de individuos negroides e caucasddes relativas a
pax;zentes com hemofilia A. Foi possivel a identificacio ou exclusio da portadora do gene ligado a
hem{;ﬁha em 70% dos casos, o que sugerem que nessa populacio brasileira a andlise de apenas
dms pﬁhmﬁrﬁsmos 10 gene do fator VIII permite aconselhamento genético efetivo na hemofilia A
O pregecizmemo tecnico pode ser realizado sem o uso de material radioativo e com a utitizacio de
peqiﬁérgias.quantidades de sangue, liquido amnidtico ou vilosidades coridnicas. Além disso viabiliza
a apitcagﬁo desse método para um possivel diagnéstico pré-natal.

Neste contexto, o reconhecimento do defeito molecular responsavel pela hemofilia oferece a
ﬂpﬁ!’ﬁuﬂiﬁfﬁde de diagnostico preciso da portadora do gene anomalo além de facultar o
recgrghgezmento de importantes regies funcionais da molécula do fator VIIL,

é Em contraste com alguns genes responsaveis por doengas hereditarias frequentes em
difef*én;es populagBes, a andlise molecular do gene do fator VI é extremamente dificultada pela
gmnde extensio do gene ¢ heterogeneidade na distribuigiio das mutacdes.

E‘is primeiras investigagbes concernentes as anormalidades génicas nas hemofilias foram
cam‘iz;z;das pelo procedimento de Southern blot e sondas cDNA do fator VIlL, o que permitiu o

reccnhécﬁnento de varias deficiéncias génicas responsaveis pela doenga. No entanto, este tipo de
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tecmca permite a identificacio de apenas 5% das mutaghes. Assim, tornou-se inevitiavel o
déé_eiiwolvimento de novos métodos para a deteccio das mutagSes de ponto ou de pequenas
;:iea*ias génicas responsaveis pela maioria dos casos de hemofilia A. O desevolvimento de técnicas
vma{fas para o rastreamento efetivo dessas mutacdes foi possivel com o advento da PCR (Saiki et
a{ 1?88) Come consequéncia desses avancos, numerosos tipos de mutagdes de ponto na
.hﬁﬁi&)ﬁka A foram descritos (Tuddenham ef al, 1994).

- .; _5 (} rearranjo do gene do fator VIII foi detectado em 13 dos 21 pacientes com hemofilia A
gmv& A distribuigio entre os dois tipos diferentes de rearranjos entre as copias do genes F8A
re?éi%zi 60% com a copia distal e 40% com a proximal. Estes dados diferem dos relatos em outras
pép%iiai;ées onde ha predominéncia de 80 a 90% dos rearranjos com a copia distal do gene FSA
(Tuddenham o7 a, 1994),

: %Merecc mengdo os estudos iniciais dos pacientes que apresentavam rearranjo e que sugeriam
quﬁa presenga da inversdo do gene do fator VI nio estava relacionada a0 desenvolvimento de
zmhxdq}res do fator VIII (Goodeve ef al, 1994) . Neste estudo, trés pacientes apresentaram altos
tm}iﬁs de anticorpos contra o FVIII:C e em dois deles foi possivel a identificaciio da inversiio do
geﬁ%; ?Es’.tes dados, analisados em conjunto com outros estudos recentes ndo confirmam a hipotese
de 5?%{-{5%@50 contra o desenvolvimento de inibidores do fator VIII nestes pacientes (Tuddenham ef
al, ';:1%9%_;4). .

.} Ei_)zzrante a analise do Southern blof do DNA do paciente 34HA hibridizado com o probe
FgA, f&i‘ visualizada uma banda extra de aproximadamente 20kb além das trés bandas normais
czm-aspandemes as cOpias do gene F8A. Esta banda extra ¢ semelhante 4 descrita por Jenkins ef a/
{ i?%} Posteriormente, foi levado a efeito o estudo do DNA gendmico hibridizado com a sonda
cD_Nf;f% FVIII que apresentou padrio normal. Estes dados ndo confirmaram as hipoteses de uma
pas{.sﬁ%ié'dupﬁcagﬁo do gene ou mesmo perdas génicas. Lakich ef a/ (1993) descreveram que o
numem de coOpias do gene F8A pode ser variavel ¢ um paciente analisado por este grupo
aprééé%fﬁ#va uma banda adicional de 16Kb. Assim, a banda identificada no paciente 34HA pode ser
uméa. m@m extra do gene F8A. O estudo familiar revelou que mie do paciente é portadora do

me&réi{_% padrio obtido com a sonda F8A. Trés tias deste paciente tém filhos com hemofilia A
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grav% 0 av0 materno, falecido, nunca apresentou histéria de sangramentos espontineos ou pos-
agemt@ms € nenhum caso de hemofiliz é conhecido nos ancestrais da familia. Esses dados
su_gg:;em fortemente que esta anomalia seja 2 causa da hemofilia.

¥ rastreamento de mutacBes na regifio codificadora, nos sitos de excisio dos introns e na
reg;éex ;ﬁromotora do gene do fator VIII foi inicialmente descrito por Higuchi er o/ (1991 a e b)
cama ﬁtiiizagéo da DGGE. A caracterizagio dos defeitos moleculares foi possivel em 24 de 29
cas&s de hemofilia A moderada ou leve & em 50% dos casos de hemofilia A grave. Posteriormente,
G'&éﬁbd‘b de SSCP foi aplicado por Lin er af (1993) com a analise de cada exon isoladamente do
fatm’ VHI Um aperfeigoamento maior desse procedimento foi descrito por Pieneman ef al (1995).
Esses aumres levaram a efeito a amplicagio simuitinea de vérios exons (multiplex-PCR) seguido
de: SS{L‘F 0 que possibilitou o reconhecimento da maioria das mutagbes nos casos de hemofilia
mscieracia ou leve e em metade dos casos de hemofilia grave.

N& presente estudo foi conduzida a analise de quatro diferentes combinagdes de nultiplex-
PCR, que permitiram o estudo de 19 exons. Os produtos dos PCR foram separados em gel nfo-
d&mrante em sistema automatico de eletroforese e visualizados pela corolagfio pela prata para
o astm;i@ de SSCP. Esta metodologia facilita muito o rastreamento de mutagles por associar uma
rapicia cemda eletroforética (2 horas) a um método nio radioativo para a visualizacio dos
Frag;;zgat:os de DNA.

';.':_é'_Sensibilidade do SSCP em jocalizar mutacdes de ponto em diferentes sequéncias génicas
ssté '_é'ré'eiéi:ienada, entre outros fatores, ao tamanho do fragmento do DNA a ser analisado.
Apmﬁtemente fragmentos superiores a 300pb ndo sio adequados para este tipo de anslise.
Assm ";;:'ara fragmentos de DNA superiores a 300pb foram realizadas digestdes do produto do
PCR mn} endonucleases de restricio antes da separagiio eletroforética (Orita ef al, 1989; Grompe,
1993}

- AL andlise do SSCP permitiu o reconhecimento de um padrio anormal de migragio
eie‘tzg‘ﬁf&r&ica em 18 dos 21 (85%) pacientes com hemofilia A moderada ou leve & em quatro entre
oito (S{}%) pacientes com hemofilia A grave. Esses numeros sdo equivalentes aqueles descritos

por nguchi et al 1991a,b e Pieneman ¢7 af 1995.
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Feram identificadas 16 mutagBes diferentes no gene do fator VI e deste grupo 11
muiagﬁ&s ndo foram descritas anteriormente. O gene do fator VIII apresenta 70 regides de
fﬁzmsdeﬁdeos CpG que sio comumente expostos a mecanismos de hipermutabilidade (Cooper &
Ktawczak 1993). Entre as 14 mutagBes de ponto identificadas, quatro mutagdes (33%) afetaram
8s; regwes de dinucletideos CpG, que codificam o aminodcido arginina. As transicdes C—T
scarreram nas posicdes Arg282—-Cys e Arg2159->Cys (fig.17 e 24). As transicdes G—A
oca;‘rg:am nas posigdes Argl941->Gln e Arg2150-»>His (fig22 e 23). Os fendtipos
caﬁ:éépéudentes a estas quatro mutagGes foram relacionados a hemofilia moderada ou leve. Neste
gru;}es & Unica mutagdo nio reconhecida anteriormente é a Arg282->Cys. No entanto, esta posigio
14 fm %ﬁvai\dda em diferentes mutagdes de ponto (Tuddenham ef af, 1994). Estes dados estio em
acér;ié}. com a incidéncia de mutagdes de ponto nas regides CpG que ocorrem em diversas outras
doeﬁgas humanas (38%).

&nco mutagdes descritas neste estudo ji foram reconhecidas em outros pacientes com
hemaﬁ%ia A (tabela 8), ¢ trés mutacles deste grupo afetaram o dinucletideo CpG. As duas
muias;ﬂe:s restantes deste grupo foram descritas em pacientes hemofilicos de diferentes etnias e
cONtE fanatzpos semelhantes. Por exemplo a mutagio Val266->Gly descrita inicialmente por
Hzgw;in et al (1991b) foi também observada em dois pacientes nio relacionados estudados neste
trab&ihc} (fig. 16). A mutacio Leul789->Phe aqui identificada em dois pacientes relacionados
(ﬁgﬁ 2&} havia sido previamente descrita em pacientes dos EUA e um paciente da China e todos
apmsentavam hemofilia A leve (Lin et af, 1993; Tuddenham ef al , 1994).

Entre as mutagSes novas identificadas no grupo com hemofilia moderada ou leve, 2 mutagio
A’I‘_{i; :M@£2238-> GTG Val fol identificada em quatro pacientes ndo relacionados. Com o objetivo
de aifastar a possibilidade que esta mudanga de base representasse um polimorfismo foi levado a
efezza;; Eﬁm estudo desta mutagdo em um grupo de 160 individuos normais de grupos étnicos
dzfm‘ezﬁzes (100 caucasdides de origem holandesa e 60 negroides brasileiros). Fsta mutagio nio
afetasstws de ciivagem para endonucleases de restrigio, ¢ em razio desse fato foi desenvolvido
nm pnmer cuja sequéncia foi modificada em um nucleotideo com a criagio de um sitio artificial de

ciwagam para a endonuclease BarDI (fig. 29). Esta analise permitiu reconhecer que todos os

ﬁ:scgs,*;sa_?a 717



ccmtmi&s apresentavam a sequéncia normal nesta posigdo, o que claramente indica que essa
mzzﬂanga de base ndo representa um polimorfismo e sim a mutag¢do propriamente dita. O estudo
dﬁs hapiotzpas destes quatro casos sugerem uma mesma origem em pelo menos trés pacientes.

| N{} grupo de pacientes com hemofilia A grave uma mutacio de ponto ainda nfo descrita foi
afientzﬁcada ne paciente 20HA, a mutaclo lle2262->Thr (fig. 26). Nesta transicio ha a mudanca
d& am-:anunoamdo ndo-polar para um polar neutro o que pode alterar as cadeias hidrofobicas e
saﬁs&e}uﬁmememe a estabilidade da proteina (Cooper & Krawczak, 1993). A mudanga C-—T no
riﬁciatxdeo +13 localizado no fntron 15 foi identificada no paciente 35HA (fig. 19). Esta mutagio
p@d& cnar um sitio alternativo de excisdo do intron ou ser uma substituiciio neutra {Padgett o1 a.t'
1985) Essa altima possibilidade nio pode ser excluida, pois nfio foi conduzida um anahse
pﬁ;}ﬂiacxonal para a avaligdo da frequéncia dessa alteracio na populagio estudada. Um
pahmmﬁsmo comum em outras populagdes foi identificado no paciente 10HA na posigio
12%§€—+G ¢ esta em linkage desiquilibrium com outros polimorfismos no gene do fator VI
(nga.zchx et al, 1991b; Peake ef al, 1993).

Agnda no grupo com hemofilia grave foram reconhecidas duas novas perdas génicas, uma de
apfammadamente 200pb comprometendo todo o exon 17 (paciente 11HA) e uma perda de 2pb no
exmz -:1-.4 (paciente SHA) que resultam em leitura fora de fase (frameshift) com aparecimento de
cadsgz} ﬁe parada prematura da sintese proteica.

Embora sejam necessarios estudos para a confirmacio do efeito destas mutacles na

a ¢ funglio do fator VIII, trés importantes consideracdes sugerem que as nove novas

subsﬁtmg:ﬁes de ponto identificadas representam as causas primarias da hemofilia: as mutagdes
mm;eme caracterizam-se por substituighes em aminoacidos que sio conservados durante a
emiwe‘i{} {(Kane & Davie, 1988; Eider e al, 1993); foi reconhecida apenas uma anormalidade no
SSC?em cada paciente ¢ substituigbes neutras sio extremamente raras no gene do fator VIII
{Gﬂs@aer et al, 1984).

@s vérios dominios do fator VII sdo afetados por mutagdes. Neste estudo foi observado um
fre:c}ﬁeﬁfa envolvimento dos dominios A: na subunidade Al (5 mutagdes), subunidade A2

{1 maxtac.ao) ¢ subunidade A3 (5 mutacbes). Os dominios A do fator VI sio de particular
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hﬁéémﬁncia na formagdo de heterodimeros e na manutencio da forma ativa do fator VIIL Estes
dmmmos apresentam homologias com os dominios de proteinas que fixam cobre (Vehar et al,
1?34 :'_Church et al, 1984; Kane & Davie, 1988) . Neste sentido, Pan ef af (1994) por estudos de
héx%xé}iﬂgia entre o fator VIII e proteinas relacionadas ao cobre identificaram importantes ligacoes
desta metal entre os dominios Al e A3-C1-C2 que ¢ uma ligagdo estavel. No entanto, a forma
atwa do fator VIII ¢ decorrente da ligagdo do dominio A2 com o dimero A1/A3-C1-C2 e nesta
hg&gﬁa 530 encontrados os sitios de ligagdo com o cobre; o que sugere provavel participagio
desia metal na estabilidade do fator VIIla (Fay, 1993; Pittman et al,1994; Pan et al, 1994}, O
d{}mzmﬂ B, responsavel por 40% da molécula, ndo possui atividade coagulante (Pittman &
Kaﬂﬁnan 1989). A anica alteragéio molecular neste dominio detectada neste estudo foi a perda de
th qua resultou em um frameshift responsavel por um caso de hemofilia grave. Nos dominios C
faram identificadas quatro diferentes mutagbes de ponto. Estes dominios estio relacionados a
Izgag:aa do fator VII a fosfolipideos, que € essencial para a fungiio pré-coagulante da molécula
(?pg;_g.'-at al, 1981). Assim, a anlise das possivels alteragdes funcionais que afetam o fator VIII
peéﬂm oferecer dados importantes para o desenvolvimento de mefhores produtos de fator VIII
pcxr EiNA recombinante além de possivelmente contribuir para implantagio fitura de terapia
gemca {Hoeben et al, 1992; Webb ef al, 1993; Kasper et al, 1993; Lusher, 1995),

| :_- _;E_ste estudo demonstrou que a detecgdo da portadora do gene da hemofilia A pode ser
mahzada em 70% das familias com a utilizagdo de limitado niimero de polimorfismos. Os casos
nﬁeﬁt& 'j:;eésciarecidos pelo estudo dos RFLP, na sua maioria, podem ser resolvidos com a identificagio
daf-c%efeﬁo molecular permitindo assim o diagnéstico preciso da portadora.

: .;{meo exemplo desse tipo de situagiio os polimorfismos para as enzimas Bell e HindIfl em 7
cias 24 fa.mxhas inicialmente estudadas nfio foram informativos, nfio sendo possivel a identificacio
de p&nadoras Deste grupo foram estudados seis hemofilicos relacionados a seis familias e todos
tzv;e;a_m_ caracterizado o defeito molecular no gene do fator VIII, permitindo assim o diagnéstico
deﬁmﬁt‘m das portadoras,

ﬁi caracterizacio dos defeitos moleculares na maioria dos pacientes com hemofilia A

m{ﬁ&:;é?ad-a ou leve, foi possivel com a combinagdo da multiplex-PCR e SSCP ndo-radioativo como
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memcios de rastreamento. Essa metodologia ¢ de ficil execugio e pode ser aplicada & outros
g&ﬁ% de grande extensio como o fator VIIL O grande nimero de mutages novas descritas neste
gm;:}{} de pacientes estd em acordo com a elevada heterogeneidade das mutagdes descritas em
mﬂ:ras ‘populagdes e apresenta dados relevantes para um melhor conhecimento das alteragdes

m%&cuiares e funcionais do fator VIII humano.
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Conclusoes



_:_ : ;.ﬁ; utilizagdo dos métodos dos métodos de biologia molecular no estudo dos polimorfismos
de ;%stngz‘io para as endonucleases Bcll e Hind 1] facultam o diagnostico da portadora do gene da
hezn{}ﬁha A em 70% das familias brasileiras estudadas.

:; :-f.?'z_'&;_..combirlagﬁo das metodologias Multiplex-PCR e Southern blot utilizadas neste estudo
nmszmuwse eficaz e sensivel para o reconhecimento da maioria das mutagdes em gene de grande
extensﬁf) como o fator VIII e permite sua aplicacio no estudo de outros genes responsaveis por
daeﬁg:as gendticas,

: ?aram identificadas 16 mutacdes diferentes no gene do fator VIII e deste grupo 11 ndo

descrxtas anteriormente em outras populagdes.
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Resumo



" A caracterizagio molecular na hemofilia A ¢ dificultada pela grande extensdo do gene do
faiérif‘i‘é’ﬁl (186KDb ¢ 26 exons) e pela grande heterogeneidade das mutagdes nos pacientes de
dxferen‘tes grupos étnicos estudados. Inicialmente a idemtificagio da portadora do gene da
hemaﬁha foi realizada em 24 familias de pacientes com hemofilia A utilizando-se os pohimorfismos
de resmg:ac para as endonucleases Bell e HindIIL Foi possivel identificar ou excluir portadoras do

ge__ng em 70% das familias estudadas.

Com o objetivo de definir as alteragdes genéticas de uma populagio distinta e realizar um
ac;}ﬁsﬁ#iiiamento genético preciso, foi levado a efeito um estudo das mutagdes no gene do fator

Vﬁiem 42 pacientes brasileiros portadores de hemofilia A,

;- A anglise por Southern blot foi realizada nos pacientes com a forma grave da hemofilia para
a é&teccﬁa de inversdo do gene do fator VIII com ruptura do gene do fator VI e foi detectada

er-fz’ 33 de 21 do grupo com hemofilia grave.

A metodologia incluiu a amplificagio dos 26 exons do gene do fator VII em quatro
comhmagoes diferentes de exons (Multiplex-PCR) e posterior andlise do polimorfismo de
e::emf__bgmagao em hélice simples do DNA (SSCP) nfo-radioativo no sistema PhastSystem®
Phafmem com coioragdo pela prata. A confirmagdc do defeito molecular foi realizada pelo

se_q;ieifiéiamenw do exon com padrdo eletroforético anormal no SSCP.

{Z} S8CP revelou um padriio anormal de migragio em 85% dos casos de hemofilia

mﬁ_' raxia-!eve ¢ em 50% nos casos de hemofilia grave. Foram detectadas 16 mutag®es de ponto

tes sendo que 11 nio previamente descritas.

- 'Cém essa combinagio de metodologias foi possivel identificar as alteragdes moleculares em
(3% eias pacientes brasileiros com hemofilia A. O grande nimero de novas mutacBes estid em

aaar:i{; com a grande heterogeneidade das mutagBes descritas em outras populages.

Restmo. 82



Summary



'f:’i‘he molecular characterization of the mutations in hemophilia A patients is hampered by the

%arge Siée of the factor VIII gene and the great heterogeneity of mutations. First of all we carried
au% a study of RLFPs for the enzymes Bell and HindIH in 24 farmhes of hemophilia A patients and

was pasmble to detect carriers in 70% of the families. Further in a attempt to elucidate the genetic

basxs f‘.a distinct population and to perform a precise carrier detection we carried out a study of

Bmzziaan patients with hemophilia A. In this study, we have carried out a protocol involving

mz-ﬂhpl&az PCR in which 19 exons were amplified in four different combinations followed by non-

raéxa ctwe SSCP in order to screen for mutations. Southern blotting was used to detect inversion
of thé factor VHI gene resulting from recombination between copies of the F8A gene located in
mtm:a; ) 2 of the factor VHI gene and two copies close telomeric region of X chromosome. Forty-
tws:a ] xﬁﬂphxha A patients (21 with severe and 21 with mild-to-moderate disease) were studied.

ezsxon of factor VI occurred in 13 out of 21 patients affected by severe hemophilia A,

Gne paﬁent showed a large extra band in addition to the three bands observed following Southern

biattmg mth the F8A probe. An abnormal electrophoretic pattern of SSCP was detected in 85%

: %- of the patients affected by mild-to-moderate and severe disease, respectivelly. Sixteen
dxﬁ“ﬁr :tif:mutations were. identified. Eleven mutations were novel and comprised nine point
mutat ns and two small deletions, This study demonstrates that the methodology employed is safe

an&ra 1fi and has 2 potential in detecting almost all the genetic defects of the studied hemophiliacs
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