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RESUMO



O fator de von Willebrand (FVW) é uma glicoprofeina multimérica que possui papel
fundamental na hemostasia primaria formandoe pontes entre glicoproteinas
plaquetarias e estruturas do endotélic vascular. kste fator também atua como
carreador do Fator Viii (FVill) da coagulacdo. Numerosos fatores influenciam a
concentracio plasmatica do antigenc do fator de von Willebrand (FVW:Ag), e dentre
eles 0 grupo sanglineo ABC é considerado um dos fatores de maior importancia.
Varios autores demonstraram que individuos do grupo sangliineo O possuem a
conceniracdo do FVW:Ag mais baixa e atividade do fator Vil coagulante (FVIILC)
reduzida quando comparados com os outros grupos (A, B e AB). A literatura ndo
apresenta relatos sobre a atividade funcional do FVW nos subgrupos A?0, A’B, A*O,
A*O, B0 e sobre a concentracdo plasmatica do FVW:Ag e atividade FVIH:C nos
subgrupos sangiineos A0, A*C e B*0.

O objetivo do presente trabatho foi correlacionar os polimorfismos do gene ABO com a
concentragiio plasmatica do FVW:Ag, Fator VIII:C e atividade do cofator da ristocetina
(RCo).

Doadores de sangue (122) de diferentes grupos e subgrupos sangiiineos definidos
através de testes soroldgicos e moleculares foram submetidos as dosagens de Fator
Vil {método coagulométrico), FVW:Ag (enzima imuno ensaio - ELISA) e estudo
funcional do FVW (cofator de ristocetina). No estudo molecular dos grupos e
subgrupos sanguineos foram definidos os gendtipos: 10 individuos (AA}, 10(AOY,
10(AB), 10(BOY), 10(BB), 10(0:0,), 10(0'0"), 4(0'0%, 20(A%0), 20(A°B), 4(A°0),
2(A%0), 1(B™0" e 1(B°0). As dosagens do FVW:Ag, FVill:C e RiCof mostraram que
os individuos do grupo O e portadores deste alelo (AO e BO) possuiam concentragbes
plasmaticas menores guando comparadas com individuos dos grupes AA, AB e BB.
Quando analisamos o subgrupo A%Q observamos que os referidos fatores possuiam
valores mais baixos (Mediana-Md: FYW:Ag=89%; FVII:C=96%; RCo=99%) quando
comparados com AA, AB e BB (Md: FVW:Ag=120% - p<0.001;, FVIILC=117% -
p<0.001; RCo=119% - p<0.001) e A°B (Md: FVW:Ag=169% - p<0.001; FVii:C=112% -
p<0.001; RCo=132% - p=0.001) entretanio, encontramos valores mais elevados em
relacdo a OO (Md: FVW:Ag=69% - p=0.018; FVIIl:C=75% - p=0.048; RCo= 65% -
p<0.001). As dosagens dos referidos fatores nos subgrupos A°O, AO e B0 (Md:
FVW:Ag=75%; FVII1:C=88%; RCo=76%) apresentaram valores significantemente mais
baixos quando comparados com os resultados obtidos nos grupos AA, AB e BB (Mad:
FVW:Ag=120% - p<0.001; FVIl:C=117% - p=0.041; RCo= 118% - p<0.001) e A%B (Md:
FVW:Ag=169% - p<0.001; FVIC=112% - p=0.001; RC0=132% - p<0.001).
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Entretantc, ndo foram encontrados diferencas estatisticamente significativas quando
comparados com individuos dos grupos 00, AQ e A%O.

O estudo estatistico mostrou aita correlagio entre os niveis plasmaticos do FVW ¢
FVIIH(R=0.77; p<0.001) e entre FVW e RCo (R=0.75; p<0.001).

Os resultados demonstraram claramente a influéncia do sistema ABO {antigeno H)
nos niveis circulantes do FYW:Ag e conseqlentemente no FVill plasmatico e na
atividade funcional do FVW:Ag (cofator de ristocetina).
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ABSTRACT



Von Willebrand factor (VWF) plays a key role in primary hemostasis. Various factors
influence the FVW plasma level and ABO blood groups are considered the most
important factor. Recent studies have demonstrated that individuals carrying one O
allele have significantly lower plasma leveis of VWF and FViii than to those carrying no
O allele. The objective of this study was to cormelate the ABO gene polymorphisms with
plasma levels of VWF, FVIII and ristocetin cofator. Blood donors of different blood
groups (122) defined by sorological and molecuiar tests were submitted to VIWF:Ag
(ELISA) and FVII (coagulometric method) dosage and tested for ristocetin cofactor
(RCo). The blood groups genotyping were: 10(AA), 10(BB), 10{AB), 10(AQ"), 10(BO",
10(0'0%), 10(0'0™), 4(0"0%), 20(A%0), 20(A%B), 4(A°0), 2(A*0), 1(B*0) and 1(B™O).
The subgroups A0, A*Q, B*0 and B™O were analysed as only one group. Group O
individuals and those carrying this allele demonstrated significantly lower levels of
VWF:Ag, FVIIl and RCo than individuals of groups AA, AB and BB. When subgroup
A?O was studied these factors presented lower levels (Median(Md):FVW=89%:
FVIII=86%; RCo=89%) than AA, AB and BB (Md:FVW=120% - p<0.001; FVill=117% -
p<0.001, RCo=119% - p<0.001) and A’B (Md:FVW=169% - p<0.001; FVIli=112% -
p<0.001; RCo=132% - p=0.001) and higher levels than O'O'(Md:FVYW=69% - p=0.018;
FVIH=75% - p=0.048; RCo= 65% - p<0.001). The same factors analysed in A’Q', A0
and B*0YB™Q' donors (Md:FVW=75%; FVIIl:C=88%; RCo=76%) were significantly
lower compared with those in the groups AA, AB and BB (Md:FVW=120% - p<0.001;
FVIl=117% - p=0.041; RCo=119% - p<0.001) and A’B (Md:FVW=169% - p<0.001;
FVII=112% - p=0.001; RCo=132% - p<0.001). However, no statistically significant
differences were observed when this subgroup was compared with O'0°, AQ" and
A0

We demonstrated a high comelation between the plasma levels of VWF and FVili
(R=0.77: p<0.001) and between VWF and RCo (R=0.75; p<0.001).

The resuits of this study clearly demonstrated the influence of ABO subgroups (H
antigen) on the WVF:Ag plasma level and consequently on the FVIi plasmatic level
and functional activity of FVW:Ag {ristocetin cofactor).
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1. Introducao



1.1- Fator de von Willebrand

O FVYW € uma glicoproteina multimérica, de alto peso molecular presente no piasma,
nas ceélulas endoteliais, no subendotélic e nos granulos alfa das plaquetas. E
codificado por um gene com 178 kb e 52 exons, que esta localizado no cromossomo
12 (GINSBURG et al., 1985; MANCUSO et al., 1989). O FVW esta presente no plasma
sob a forma de varios multimeros de tamanhos crescentes, que variam de 1 x 10° a
20x 10° kDa (TITANI et al, 1986). A biossintese deste fator envolve um nimero
complexo de etapas incluindo a dimerizag3o, polimerizacao, glicosilagao e clivagem do
pré-polipeptideo (VISCHER et al, 1995). O FVW é sintetizado pelas células
endoteliais € megacariécitos (JAFFE et al., 1973; NACHMAN et al, 1977} e
amazenado nos granuios secretores das células endoteliais chamados de
corpusculos de Weibel-Palade, e nos granulos o dos megacariteitos (SPORN et al,,
1985). Este fator circula no plasma numa concentracdo de aproximadarmente 10ug mi™
{50nM) e atua na hemostasia primaria ao mediar a adesdo das plaquelas ao
subendctélio exposto proporcicnande a formacéo do trombo piaguetario no sitio de
injGria vascular. O FVW atua também como carreador do FVII formando um complexo
com ¢ mesmo, inibindo a sua rapida remocéo da circulacio (KOEDAM et al., 1988).

A regulacio fisiciogica da secregdo do FVW esté relacionada a presenga de injuria
vascular, que proporciona a liberaggo de multimeros de alto peso molecular proximos
ao sitio da lesdo, permitindo a ligacdo entre plagquetas e coldgeno subendotelial
(KELLY et ai, 1985). Os varios muitimeros sdo importantes porque proporcionam
grande namero de sitios de ligac3o entre o FVW e as plaquetas, e entre as plaquetas
e o colageno do subendotélio vascular. Os maiores multimeros do FYW estao
presentes nas plaquetas e células endoieiiais, e em virtude do seu tamanho e da

maior quantidade de sitios de ligacio, sdo funcionaimente mais ativos.
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inicialmente ocorre a ligagdo do FVW ao colageno subendotelial; esta ligagdo com o
coldgeno induz alteragbes conformacionais na molécula do referido fator,
proporcionando posterior ligagdo a glicoproteina plaquetaria |b (GPIb).

Q antibidtico ristocefina tem a capacidade de promover mudancas conformacionais
na molécula do FVW, as quais s30 importantes na indugéo da ligacio de FVW com a
GPIb, ocorrendo subseglientemente a formacéao do agregado plaquetario em solugdo.
A ristocetina & utllizada em método laboratorial, fornecendo dados sobre a atividade
funcionatl do FVW, e auxiliando no diagndstico da doenca de von Willebrand (READ et
al., 1989).

A ligacdo do FVW a glicoproteina Ib leva & ativagdo plaguetaria, com a posterior
exposicdo da glicoproteina libflila. Este processo proporciona a ligagdo da
glicoproteina plaquetaria [Ib/ilia com grande quantidade de moléculas do FVYW e com
outras proteinas de aderéncia, resultando finalmente no frombo plaquetério

(FRESSINAUD et al., 1986, WEISS et al., 1987).

1.2 - Fator Viil e sua ligagdo com o FVYW

O FVIII é uma glicoproteina plasmatica, sintetizada pelo figado, e possui um
importante papel para a manutengfo da hemostasia normal (GROTH, 1974). O gene
do FVIII esta localizado no brago longo do cromossomo X, possui 186 kb & 26 exons
(TOOLE et al., 1984).

Logo apds a sua liberagdo na circulagdo, o FVIIl liga-se ao FVW para formar um
complexo ndc covalente, constituido por 99% de FVW para 1% de FVIil. Esta ligacao
é essencial para a sobrevida plasmatica do FVIll, visando sua estabilizag8o e protecao
contra a inativacdo causada pela proteina C e fator X ativados (FORSTER et al.,
1978b). A concentragdo plasmatica do FVIIl no plasma normal & de aproximadamente
1nM. Alteracbes ne sitio de ligagdo da molécula do FVW acarretam a diminuigéo na

concentracao plasmatica do FVIii (FOSTER et ai., 1987b; LEYTE etal., 1991b).
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Existem varios fatores que influenciam a concentracdo do FVW e FVIli, dentre estes
destacam-se: estresse, idade, sexo, niveis de estrégeno, gestagdo, grupo sanglineo
(GILL et al.,, 1987, SHIMA et al., 1995), estimulo adrenérgico e processo inflamatério
(BLOOM et al., 1891). Segundo DALTON et al. (1987), o FVW paode estar diminuido

em pacientes portadores de hipotireoidismo.

Figura 1 - Estrutura do gene do FVW e seus dominios

vyWF GEME (51 introns, 178 kb) [chr. 12]

vWF mRNA
(8.7 kb, 2813 aa)
D1 D2 [ Al | A2 | A3 D4 B} Gl | C2
Pro % vilF
Gpity
Heparin
FVHIC Collagen  Collagen Gpllbilla
yWF functional
domains

i E H
72 448 728 911

1114 7447 2060aa

Estruturas do gene, RNA mensageiro ¢ a proteina do FVW. Na primeira linha ¢ apresentado o gene do
FVW, as barras na posicio vertical representam os exons e as linhas sdlidas representam os introns. G
RNA mensageiro do FVW estd representado no meio, onde as letras representam segmentos homdlogos
repetidos. A linha subsequenie mostra os dominios funcionais, dentro as segliéncias maduras do FYW,
com 0s niumeros dos aminoacides (NICHOLS; GINSBURG, 1997},



1.3 — Relacgdo entre grupo sangiiineo ABO, fator de von Wiliebrand, Fator
Vili e cofator de ristocetina

A influéncia do grupo sangiiineo ABO sobe a concentracao plasmatica do FVH! e FVYW
foi descrito primeiramente por PRESTON em 1964, e confirmado por outros autores:
(MOHANTY et al., 1984; ORSTAVIK et al.,, 1985; GILL et al.,, 1987; SHIMA et ai.,
1995).

GILL et al. (1987), determinaram a concentragio do antigeno do FVW (FVYW:Ag) em
1.117 doadores de sangue voluntarios, e verificaram uma relacdo com © grupo
sangliinec ABO. Individuos pertencentes ao grupo O tiveram a menor media da
concentragdo dos niveis do FVW:Ag (74,8 U/dl), seguidos pelo grupo A (105.9 U/d),
grupo B (119,9U/dl) e finaimente pelo grupo AB (123,3 U/d)).

MILLER et al. (2003), também estudaram as concentracbes do FVW e cofator de
ristocefina em individuos do grupo O e ndoc O (A e B), e verificaram que os individuos
do grupo O possuiam concentractes significativamente mais baixas do FVW, e menor

obviamente do cofator de ristocetina em relacdo aos individuos néo O.

SHIMA et al. (1995), demonstraram que individuos normais portadores do alelo ©
(genétipos AC e BO) possuiam concentracbes mais baixas do FVW:Ag em reiagac
aqueles que ndo eram portadores do alelo O (gendtipos AA, BB e AB).

Os mecanismos para explicar a relagdo entre o grupo sanglineo ABC e a

concentracdo plasmatica do FVW:Ag ainda ndo s&o muito claros.

Autores demonstraram que individuos do grupo sangiinec O que apresentavam
concentragbes do FVW diminuidas possuiam também reducao da atividade do FVill, e
que esta era conseqléncia da influéncia do grupo sangilineo ABO sobre o FVWAg

circulante (ORSTAVIK et al.,198%; O'DONNELL et al,, 2000).
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MATSUI et al. (1992), demonstraram que estruturas ABH s&o carreadas pelo FYW de
acordo com ¢ grupo sangtiineo de cada individuo. Contude ainda naoc esta claro se o
efeito do grupo sangiiinec ABO na concentraciio plasmatica do FVW é diretamente
ligado as estruturas ABH.

O'DONNELL et al. (2002). demostraram uma relacio direta entre o gendtipo ABO, a
expressdo da enzima A transferase e a quantidade de antigenos A e H expressa no
FVW circulante. Entre os individuos do grupo A a expressao do antigeno H no FVYW foi
do ponto de vista quantitativo esquematizado da seguinte forma: AZ0'> A'OQ'> A'AY
Os mesmos autores demonstraram que em doadores dos grupos O e A*0' o antigeno
H presente no FVW foi inversamente proporcional com os niveis plasmaticos do

referido fator.

Um estudo com gémeos dizigdticos e monozigoticos, realizado por ORSTAVIK ef al.
(1985), demonstraram que 66% da variacBo fotai do FVYW.Ag no plasma era
determinado geneticamente, e que 30% deste componente genético era explicado
pelo grupo sanglinec ABO. Com relacdo ao FVIiiiAg, verificou-se que 57% da
variacdo da concentracdo plasmdtica do referido fator também fol geneticamente
determinada, do qual 12% foi devido ac grupo sangiiinec ABO. Quando a
concentracdo do FVW foi corrigida para os valores do FVill, verificou-se uma influéncia
significativa do grupo sangilineo ABO sobre a concentracdo do FVW:Ag (p= 0.001).
Inversamente, quando a concentracdo do FVIII foi corrigida para os valores do FVW,
nao se observou nenhum efeito sobre a concentragdo do FVII:Ag (p= 0.62). Este
estude sugere gue a influéncia do grupo ABO sobre o FVIILFVW & mediada

primeiramente pelos efeitos causados sobre o FVW:Ag (O'DONNELL et af ., 2001).
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SOUTO et al. (2000}, estudaram a concentracdo plasmatica dos FVIll e FVYW em
individucs de diferentes grupos sangiineos, e verificaram que somente o FVYW:Ag
apresentou concentragdo significativamente mais baixa nos heterozigotos (AQ e BO)

em relagao aos individuos nao carreadores do alelo O (AA, AB e BB; p= 0,03).

ORSTAVICK et al. (1989), descreveram a influéncia do gene secretor nos niveis
circulantes do FVW e FVIill, demonstrando que a homozigose para o alelo Se
(secretor) esta relacionada a elevadas concentragbes do FVYW:Ag quando comparados

com individuos heterozigotos e com auséncia do referido gene.

Os efeitos do grupo sangliineos ABO na via regulatoria secretora do FVW, foram
investigados usando desmopressina (DDAVP) (SCOTT et al,, 1993). Esta droga é
rmuito ulilizada no tratamento da deenga de von Willebrand tipo 1, e causa uma rapida
liberagao do FVW armazenade dentro dos corpUscuios de Weibel-palade das células
endotelials. O aumento do FVW observado uma hora apds a infusdo do DDAVP nao
foi significativamente diferente nos individuos do grupo sanglineo O comparados aos
nao O (FYW:Ag - 320 + 104% para o tipo O, e 281 + 84% para nac O), sugerindo que

o grupc ABO nao afeta a liberagdo do FVYW (SCOTT et al., 1883).

O'DONNEL & LAFFAN, (2001) e O'DONNEL et al, (2002) sugeriram que a aiteragéo
da concentracdo plasmatica do FVW & conseqiéncia da influéncia do grupo
sangiiineo ABO na secregdo do referido fator pelas células endoteliais, e também no

seu catabolismo hepatico e no “clearance” plasmatico.

A acdo de carboidratos influenciando o “clearance” do FVW foi demonstrada em ratos
da linhagem RIS/, C gene Galgt? (localizado no crossomoi1), que é responsavel

peia sintese da 1,4- N acetil-galactosaminiliransferase, pode apresentar um ganho de
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funcao e agir como um modificador plasmatico do FVYW (MFVWH), causando a redugéo
de até 20 vezes na concentracdo plasmatica do referido fator (MOHLKE et al., 1988,
1989). Em humanos ¢ anligeno erifrocitario Sda apresenta certa homoiogia com o
produto do gene Galgt2 de ratos da linhagem RIlIS/J (SMITH & LOWE, 1994) embora,
nac exista nenhuma evidéncia comprovada de aiguma relagdo entre a fungio de

ambos. (MOHLK et al,, 1898; 1999).

BOWEN, (2003) descreveu gue a enzima mataloprotease ADAMTS 13 € uma das
provaveis responsdveis pelo catabolismo do FVW circulante. Segundo o autor os
acucares do grupo ABO presentes no FVW poderiam interferir com a sua protedlise,
obedecendo de forma esquematica a seguinte ordem de classificacdo O =z B> A= AB.
Permanece ainda sem explicagio o motivo pelo qual o FVW dos individuos do grupo
sangiiineo A é mais protegide contra a protedlise que 0s do grupo B, enquanto que os
do grupo AB s3o protegidos na mesma intensidade que os do grupo A. O FVW dos
individuos do grupo O se apresenta como o mais susceptivel a protedlise pela enzima
ADAMST 13.

A protedlise do FVW pela metaloprotease pode ser aumentada pelo antibiético
ristocetina, favorecendo a hipdiese de que uma mudanga conformacional enfre os
dominios A1 e A2 poderia ocasionar alteracées no seu sitic de clivagem para a

ADAMTS13 (BOWEN, 2003).

O'DONNELL et al. (2003), demonstraram que o FVW proveniente das plaquetas nac
apresenta expressdo dos antigenos ABH e por este motivo a concentraggo plasmaética

deste especifico fator nfo estaria relacionada com ¢ gendtipo ABO do individuo.



1.4 — Doenca de Von Willebrand {(DVW)

Em 1926, Eric Adof von Wiliebrand descreveu uma doenga hemorragica que havia
cbservado em virios membros de uma familia do Floglo, no arquipélago das ilhas
Aland, entre a Finlandia e a Suécia. Nesta familia, varios individuos morreram de
sangramentos inconfrolaveis (SPRINGER-VERLAG et al, 1996). Os siniomas
predominantes desta patologia eram epistaxe, sangramento gengival importante apos
extragdo dentaria e sangramento do trato genital feminino (VON WILLEBRAND 1631;
NILSON et al., 1957). Von Willebrand descreveu a referida doenca como uma
"pesudohemofilia” hereditéria, caracterizada por um defeito combinado vascular e
plaquetario, transmitido por heranca autossdmica.

Atualmente esta caracterizado que a origem dos sangramentos na DVW é decorrente
de anormalidades na adesfio e agregacdc plaquetaria consegiléncia do mal
funcionamento ou da redugsio da concentracdo plasmatica do FVW (ERICK et al.,
2003). HOWARD e FIRKIN, em 1971, observaram que o antibiético ristocetina
causava agregacdo plaquetaria no sangue normal, exceto em pacientes com DVW.
Essa anommalidade era corrigida in vivo ou in vitro pelo plasma normal, demonstrando
que o FVW é o responsavel! pela atividade de cofator da ristocetina.

Atualmente 2 DVW & considerada como a anormalidade hemostatica hemorragica
hereditaria mais fregliente.

Em um “Estudo Cooperative Europeu" GOODEVE et al. (2003), estudaram a
contribuicao do grupo sangiiineo ABO na doenca de von Wiliebrand e constataram
uma alta prevaléncia do grupo O em pacientes com o fendtipo tipc | da referida

patologia.



1.5 ~ Grupos sangliineos

1.5.1 - Hisiorico

Os antigenos eritrocitarios sfo estruturas polimérficas que correspondem a proteinas,
glicoproteinas ou glicolipides localizados na membrana eritrocitaria (WATKINS, 1980,
CLAUSEN HAKOMORI, 1989; GRICL, 1987), podendo ser encontrados também na
superficie epitelial e nas células endoteliais ( YAMAMOTO et al., 2000).

Estes antigenos sio identificados por anticorpos obtidos através de aloimunizacio por
transfusbes, gestacdes, e como consegiléncia da imunizagdo naturat de antigenos
provenientes do meio ambiente (MARCUS, 1969).

Os antigenos eritrocitarios foram agrupados em 26 sistemas, cinco colegbes e duas
séries, de acordo com a Sociedade intermacional de Transfus@o Sanglinea - 1ISBT
{DANIELS et al., 2001).

O sistema ABO, considerado o maior e mais imporiante grupo de aloantigenos
erifrocitarios humanos foi descoberto por LANDSTEINER em 1901 durante testes de
agiutinacao de hemacias com soros de diferentes individuos.

Os sisternas ABO e Hh que englobam os antigenos A, B e H foram os primeiros
definidos bioguimicaments, e sdo caracterizados como estruturas glicidicas ligadas a
glicoproteinas ou glicolipides da membrana eritrocitaria. A estrutura final desies
antigenos depende da agdo de enzimas conhecidas como glicosil-transferases, que
sdo codificadas pelo gene H no cromossomo 19, e pelo gene ABO no cromossomo 9
(WESTERVELD et al., 1976; ALLDERDICE et al., 1986). A fucosiltransferase, produto
do gene H, & capaz de transferir um residuc de fucose para N-acetil-glicosamina-
galactose formandoe o antigeno H - L Fucai-2Gal (WATKINS, 1980). A glicosii
transferase catalisa a transferéncia especifica de um acicar sob a forma ativada para
o antigeno H, que funciona como um subsirato receptor (WATKINS, 1880; HATA et al

2001). Este residuo adicional ftransferidc pela enzima pode ser a N-acetit
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galactosamina ou galactose, originando os grupos sangilineos A e B, respectivamente.
Nos individuos dc grupo sanglineo O, o antigeno H ndo € modificado, sendo
identificado na membrana eritrocitaria e em células epiteliais (MORGAN, 1960;

YAMAMOTO et al., 2000.).

1.5.2~ Gene ABO

O gene ABO, responsavel pela sintese da glicosil transferase, esta localizado no brago
fongo do cromossomo 89-g34.1-g34.2 {(ALLDERDICE et al, 1986) e possui uma
estrutura molecular bem conhecida composta por sete exoné, totalizando 41 kb
(BENNETT et al., 1895) (figura 2). As enzimas galactosaminil e galactosil transferase,
procfutos dos alelos A e B, possuem aproximadamente 352 amincacidos (YAMAMOTO
et al., 1990; BENETT et al., 1995). O dominio catalitico da proteina esta localizado na
porgdc N-lerminal, sendo que na regifo inicial existem 21 aminogcidos, gue
representam o dominio catalitico transmembrana, pelc qual ccorre a fixacdo na
membrana da hemacia (PAULSON et al., 1989; CLAUSEN et al,, 1992)

CLAUSEN et al. (1992), no final da década de 1980, purificaram e seqlienciaram a A
transferase soltivel, procedente do pulmdc de individuos do grupo sangiiineo A.
Baseado nas informagdes obtidas do segenciamento, YAMAMOTO et al. (1990a),
realizaram a clonagem molecular e a caracterizagdc do DNA complementar. Foi entao
construida uma biblioteca de cONA em lambda gt 10 com poli A e RNA procedentes
de linhagem celular de cancer gastrico humano (MKN 45). Esta linhagem foi escolhida
por apresentar alta expresséo do antigeno A e elevada atividade da A transferase.

Os alelos A e B possuem 99% de homologia na seqléncia de nucleotideos ¢ diferem
apenas por sete bases nos exons seis e sete (A297G, C526G, CB57T, G703A, C796A,
G803C e G930A) que acarretam somente quatro substituicbes de aminoacidos nas
posicbes Arg176Gly, Gly2358er, Leu286Met e Gly268Ala (YAMAMOTC e

HAKOMORI, 1990). Estas duas enzimas diferem em suas especificidades, pois a NAc
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galactosaminiltransferase (gene A} adiciona um residuo de N-acetil-galactosamina ao
antigeno H, enguanto a galactosiltransferase (gene B) adiciona um residuo de

galactose .

Figura 2 - Organizacao do gene ABO exons e introns (BENNETT et al., 1995;: OGASAWARA et

al., 1996)

Gene - ABO

3pb T2pb 5ipb  48pb  38pb 135ph 691 pb

Estrutura do gene ABO mostrando os 7 exons representados pelas barras
verficais com seus respectivos pares de bases e as linhas sdlidas representam
os introns

1.5.3 - Sub-grupos sanguinecs

Diferentes niveis de expressdo de antigenos A ou B nos eritrocitos podem ser
encontrados, e s80 chamados de subgrupos de A ou B, conforme a iniensidade de

aglutinacao das hemacias com os reagentes anti-A, anti-B, anti-AB, anti-A; e anti-H.

Os grupos sangliinecs com fraca expressdo do antigeno A apresentam padrdes de
reaches soroldgicas distintos, que traduzem um menor niimero de sitios antigénicos e
reciprocamente um aumento do antigeno H na membrana eritrocitaria.

O subgrupc sanglineo A, € o mais freqlente entre individuos do grupo A; sua

freqliéncia em caucasdides & de 1,7 a 6,8%, e em orientais &€ menor que 1%, (YIP,

2002;.
36



Hemaclas A, reagem com anticorpos anti-A e n8o sio aglutinadas com anti-A1. Os
anticorpos anti-A1, obtidos geralmente a partir de lecitinas como a Dolichos biflorus,
nac reconhecem o referido antigeno (BIRDE, 1852; LOPEZ et al, 1880), que
apresenta alem de diferencgas bioguimicas, um menor nimero de sitios antigénicos
distribuidos na membrana eritrocitaria (CLAUSEN et al., 1984; 1985; 1986; HEIER et
al., 1988, HEIER et al., 1994, YIP, 2002). O gene A, resulia da associagao da mutagdo
C4677 (Pro 156 Leu) com a delegdo de um nucleotidec na regigio 3' (1060 del C ), 0
que gera desvio de leitura de transcricdo, e como conseqiiéncia, a uma insercao de 21
aminoacidos na proteina e diminuigdo da atividade enzimética (YAMAMOTO et al.,
1992).

O subgrupo A; é pouco fregiiente e pode ser identificado em 0,001% a 0,01% dos
individuos do grupo sangiineo A (REED, 1964; GARRETA et al.,1974). O padrao de
aglutinacdo de hemacias A; com soros policionais anti-A e anti-AB caracteriza-se por
pequenos aglutinados circundados por heméacias livies (campo misto). A ocorréncia de
anticorpo anti-A1 & variavel neste fendtipo, e a saliva de secretores contém
substancias A e H. O estudo molecuiar de individuos A;B demonstrou em dois casos a
mutacio G871A, resultando na substituicho do aminocacido asparagina pelo acido
aspartico na posigio 291. Este fato levou YAMAMOTO et al (1993a) a considerarem
esta mutacdo como a responsavel pelo referido subgrupo, apesar de ndo ter sido
identificada por outros autores em vérios individuos As;. BARJAS-CASTRO et al.
{2000), relataram a associagdo da mutagdo G829ANal/277Met com a delegao 1060C

em 2 individuos A; provenientes de familias distintas.

A fregii@ncia do grupo sangliineo A, ¢ estimada em 0,003% dos individuos do grupo A
(SALMON et al., 1965; GARRETA et al., 1974). Hemacias A, nao agiutinam com soro
policional anti-A cu podem apresentar uma reacéc de fraca intensidade com soro anii-

AB de doadores O (DANIEL, 1995) A enzima transferase A n@o é usualmente
37



detectada no sore ou na membrana eritrocitaria do subgrupe A, (CARTRON, 1878). A
rmutacdo TB46A leva a substituicao do aminoédcide Phe2i6le, e reduz a atividade da
enzima A transferase, consequentemente produzindo o fendtipo A, (YAMAMOTO et

al., 1993b; OLSSON & CHESTER, 1998; OGASAWARA et al; 2001, YIP, 2002).

SELTMAN et ai. (2003), identificaram duas novas mutagdes no exon 7 de individuos
com fraca expresséo do antigenc A. As mutagbes C592T e C488T geram as irocas

dos aminoacidos Arg198Tmp e Thri63Met, respectivamente. (Tabela 1).

Os subgrupos de B sdo muito raros, provavelmente reflexo da baixa freqiiéncia do
grupo B na populagdo. GARRETA et al. (1978), descreveram trés individuos B; em
350.000 doadores estudados, o que representa 1 em 10.000 do grupo B. Em chineses
a freqiiéncia de B, € um pouco maior, aproximadamente um a cada 800 individuos do
grupo B. Este subgrupo se caracteriza por apresentar reagéo de hemaglutinacao com
presenca de campo misto com soros anti-B e anti-AB (SALMON, 1974},

A literatura mostra raros subgrupos de B como, Bx € Bm que se caracterizam por
apreseniarem auséncia de reagdo de hemaglutinagdo com soros anti-AB e anti B
porém, a diferenciacéo entre eles somente pode ser realizada através de testes que
identificam os antigenos B e H na saliva (YOSHIDA et al,, 1982; OGASAWARA st al,
1996a. BEATTIE et al., 1872). O estudo molecular de individuos do subgrupo B*
mostrou a presenca das mutagbes G247T(Asp871yr) e C1054T({Arg352Trp)
(OGASAWARA et al, 1996a; YU et al, 2002). OGASAWARA et al, (1996a)
descreveram as mutacdes G871A / Asp291Asn em um individuo do subgrupo B*e as
substituicdes T641G / Met214Arg e G669T / Glu223Asp em individuos do raro
subgrupo B®. Sete mutagdes foram recentemente relatadas em individuos com fraca
expressdo do antigenc B conforme descrifas na tabela 2 (OLSSON et al., 2001, YiP,

2002).



SELTMAN et al. (2003), investigaram toda segliéncia gendmica (exceto o intron 1) e 2
regides regulatérias de 110 haplétipos, variantes comuns do gene ABO, com o infuito
de ideniificar variagdes na regidc ndo codificante e polimorfismos na regido
codificante. Neste estudo foi encontrado em um individuo do subgrupo B a mutacdo

A037T [ Lys346Met, que estava iocalizada na regido 3' do gene ABO.

O grupo sangiiineo O se caracteriza pela auséncia de atividade das enzimas glicosil
transferases e como consequéncia o antigeno H persiste na membrana eritrocitaria e
demais células que o expressam. Varias alteragbes moleculares do gene ABO podem
levar ac fendtipo O. A delegio 261G no exon 6, que caracteriza os individuos 0!, leva
a um desvio de leitura da transcricdo € a producdo de uma proteina de 117
aminoacidos, desprovida de atividade catalitica, que € rapidamente degradada
(YAMAMOTO et al., 1990,0LSSON & CHESTER 2001). Esta mutagdo ocorre em
aproximadamente 95% dos individuos O brancos e negros (FRANCO et ai.,1994;1895;
OLSSON & CHESTER; 1996b, MIFSUD et al., 1996). Nove mutagdes foram descritas
associadas 3 delecio 261G caracierizando o grupo Oy G106T, G188A, C189T,
C220T, A297G, T646A, GB81A, C771T, GB29A (YAMAMOTO et al., 1990a; OLSSON
& CHESTER 1996b. OLSSON & CHESTER 2001). Nestes individuos, a molécuia
completa da proteina também ndo & produzida, pols a delecdo causa um “frameshift’
com a criagdo de um cédon de terminacdo prematuro. O alelo Oy foi idendificado em
31% dos negros brasileiros do grupe O, e em tomo de 40% dos brancos do Brasil e da
Suécia (OGASAWARA et al., 1996b,c; OLSSON & CHESTER, 1996b; OLSSON et al,
1998). O alelo O, com a auséncia da Del 261G represente 3,7% dos individuos
caucasoides (YIP et al., 2002). Este alelo & resuitante de uma mutacao pontual do
nucieotideo 802, que leva a uma substituiio da glicina pela arginina na posigao 268,

gue é o sitio catalitico da enzima (YAMAMOTO et al., 1883¢; GRUNNET &t al., 1994;

3%




OLSSON & CHESTER, 1996b., YIP, 2000). As mutagtes A297G e C526G /Arg176Gly
também podem estar presentes em individuos O, (YAMAMOTO et al., 1993b).

OGASAWARA et al. (2001), descreveram, em individuos do grupo O com auséncia da
delegao 261G, as mutagbes C893T e C927A que geram respectivamente, a
substituigao Ala298Val e um cddon de finalizagéo prematura na posicao 309. OLSSON
& CHESTER. (1986), descreveram em um doador do grupo sangiinec O a
associagao das alteragdes molecuiares relatadas previamente no A; (C467T e delecéo
1060C) com a insergdo de mdiitiplas guaninas na porgdo 798-804, descrita em Ay As

mutaghes descritas no grupo sangiinec O esto demonstradas na tabela 3.

A literatura demonstra claramente a interferéncia do grupo sangiineo ABO na
concentracdo plasmatica do FVW, e alguns autores sugerem que o referido fator
influencie a atividade coagulante do FVIil. Eniretanto, a analise funcionai do FVYW:Ag
ndc foi analisada até o momenic e tdo pouce correlacionada com os diversos
subgrupos do gene ABQ. Importante enfatizar a relevancia de estudos nesta drea que
permitirac a meihor compreensao dos fatores que interferem na concentracio
plasmatica do FVW:Ag e FVHI:C e conseqllentemente na definicdo de critérios para o

diagnostico da DVW .
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Tabela 1- Principais mutacdes nos exons 6 e 7 do alelo A no gene ABC

Az

Az

Aza

Aszq

Az

Ay

Ay

Axs

Axs

Agis

Bz

faiw—?

Aw-z

Awﬁ

C487T, C6547=

A297G=, C526G, CE57T», G703As,
C7717+, GB29A

C1054T, C1054G

G8T1A

G829A, Dal1080C+

T846A

TB46A, GB81A=, CTT1T+, GB29A

A297G+, TB4BA, GBB1A+=, CTT1T=, GB20A

GouBA

ins798-804G

C467T, Te46A, G681A=

C407T, C467T, Del1080Cx

C350G, C467T, Deitos0C

G203C, C467T, Del1060C+

Pro156Leu

Arg176Gly, Val277Met

Arg3s2Tm, Arg3b2Gly

Asp291Asn

Val277Met

Phe2i6lle

Phe216lle, Val277Met

Phe216He, Vai277Met

Trp3328top

Phe269frameshift

Pro156Leu, PheZitlle

Thri36Met, Pro156Leu

CGly177Ala, Prot36Leu

Arg88Thr, Pro1s6leu

YAMAMOTO et al., 1993¢

YAMAMOTO et al., 1993

YAMAMOTC et al., 1992

YAMAMOTO &t al., 1993

BARJAS-CASTRO et al,,
2000

YAMAMOTO et al., 1893

OLSSONECHESTER 1998

BENNETT ot al.,, 1885

OLSSON et al., 2001

OGASAWARA et al., 1986

OGASAWARA et al., 1996

OLSSON et al., 2001

OLSSON et al., 2001

OLSSON et al., 2001
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Avrs C7i2t1 Arg241Trp OLSSON et al., 2001

Aws ARB5G Ghu322Gly OLSSON et al., 2001
Aungr Che2T Arg198Trp SELTMAN et af., 2003
P C488T Thr163Met SELTMAN et al., 2003

Obs.: *: polimorfismo génico que nio acarreta substituigdo de aminoacidos

Del: delecao
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Tabela 2 — Principais mutag0es nos exons seis e sete do alelo B no gene ABO em

relac8o ao alelo A

24

B

Bs.z

Bz

Bx-i

Bait

Borz

Boia

Buz

Bws

By.s

Bw—s

Bw.r

Bw—s

A297G=, T526G,C6577+,GT03A,

CT96A, GBO3C, GI30A=

A287G=, C526G, CB57T+,
(G703A,CT796A, GBO3C, GB30Ax,

C1054T

A297G+, C526G, TE46A, G703A,

C769A, GBO3C, GO930A+

G247T

A297G=, C526G, CB57T=, GT703A,

CTO6A, GBO3C, G871A, GE30A*

A297G= CBB2G,T641G, CB57 T+,

GT703A,.C796A,G803C GI30A=
A297G+, C526G, C657T, GG658T,

G703A, C7T86A, GBO3C, GB30A=

C502T

C8736

o217

A548G

(5538A

A1030G

G10554

T863G

Arg176Gly , Gly235Ser, Leu266Met,

Gly268Ala

Arg176Gly, Gly2353er, Leu266Met,
Gly268Ala, Arg352Tmp

Arg176Gly, Phe216lle, Gly2355er,

Leu266Met, GlyZ68Ala

Asp87Tyr

Argt78Gly, Gly2358er, Leu266Met,

Gly268Ala, Asp291Asn

Arg176Gly, Met214Arg, Gly2355er,

LeuZ66Met, Giy268Ala

Arg176Gly, Glu223Asp, GlyZ35Ser,
Leu266Met, Gly268Ala
Arg168Tmp
Asp291Glu
Arg241Tm
Asp183Gly
Arg180His
Lys246Glu
Arg352Gin

Met288Arg

YAMAMOTO et al., 1990

OGASAWARA et al.,, 1996

OGASAWARA et al., 2001

YU et al., 2002

OGASAWARA et al., 1996
OGASAWARA et al,, 1986

OGASAWARA et al., 1996

LIN et al., 2003
OLSSON et al., 2001
OLSSON et al., 2001
OLSSON et al., 2001
CLSSON et al., 2001
OLSSON et al., 2001
OLSSON et al., 2001

CLSSON et al, 2001
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Buw.as ANO3TT Lys346Met SELTMAN et al., 2003

Obs.: 2 Auséncia de polimorfismo génico gque ndo acarreta substituicio de aminoacidos

Tabela 3 — Principais mutagBes nos exons 6 e 7 do alelo O no gene ABO em relacéio
ao aleio A

(o 1} Del 261G# YAMAMOTO et al., 1890a
G53T, C220T, A297Gs, AgriBlLeu, Pro74Ser,
o) YAMAMOTO et al,, 1993b
C528G, G802A Arg176Gly, Gly268Arg
s C467T, ins800G*, Pel1060C= Pro156Leu OLSSONACHESTER et al., 1996¢
G106T, G188A, C189T, ValdsPhe, ArgB3His,
C2207, Del281G#*, A297G#, Pro74Ser, Phe2i6lle,
O YAMAMOTO et al., 1990a
T848A, GE81A=, C771T, Val277Met
G829A
Oz Del261G=*, C318T*, 04677 Pro158Leu OGASAWARA =t al., 1896,1908
Oz Del261Gx, CB57T= YR 2000
(s 97} Del261G», T578C» QGASAWARA et al., 1996, 1898
Ovar Del261G+, C318T+, C467T, Pro158Leu YiP 2000
C728T=*

Obs.: »:  polimorfismo génico que ndo acarreta substituicdo de aminoécidos

Del: delegio
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2. OBJETIVOS



Gerais

Tendo em consideragio que:

-~ poucos estudos relacionam os diferentes grupos sangiineos com as

concentracdes plasmaticas do FVW e FVIIi;

— subgrupos sangiiineos de A e B e polimorfismos do grupo O ndo foram até

o presente correlacionados com as dosagens dos referidos fatores;

— a literatura naoc apresenta resultados da avaliagio do cofator da ristocetina

nos diferentes polimotfismos do gene ABO, incluindo grupos e subgrupos

Especificos

Correlacionar os diferentes polimorfismos do gene ABO com a concentracéo

plasmatica do FVW, FVIli e cofator da ristocetina
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3.CASUISTICA
METODOS



3.1 — Casuistica

Foram estudados 220 individuos, doadores de sangue ou funciondrios do
HemocentrofUNICAMP, no periodo de julho de 2001 a setembro de 2002.

Critérios de inclusdo e excluséo dos participantes:

= Inclusdo: individuos saudaveis, do sexoc masculino, doadores de sangue e
voluntarios nao doadores.

= Exclusdo: sexo feminino, portadores de qualquer tipo de patologia, uso regular de
medicamento e exposi¢do a situagbes de estresse. O sexo feminino foi excluido
devido a influéncia hormonal, responsdvel pelas variacbes nas dosagens do FVill e
FVW.

Os colaboradores foram convidados a parlicipar do projeto de pesquisa e
responderam a um questionario (anexo 1) com os cntérios de inclusio e exclusio.

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de
Ciéncias Médicas - UNICAMP e todos os participantes assinaram voluntariamente o

termo de consentimento pés informacao (anexo 2).

3.2 - Coleta de sangue

Para 2 realizacio das dosagens de FVIll, FVYW e cofator de ristocetina foram coletados
8 mi de sangue de veia periférica com anticoagulanie citrate de sddic 3.8% (0.5 ml).
Logo apds a coleta o sangue foi centrifugado a 4000 rom e o plasma foi aliquotado e
congelado a —80°C até a realizacio dos exames. Para a obtengdo do DNA gendmico e
avaliagdo imunohematolégica foram coletados 8 ml de sangue com anticoagulante

EDTA 10% (sal dissddico de acido stilenadinitrotelracético).
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3.3- Avaliacdo imunohematoldgica

3.3.1 - Determinagéo sorclogica dos grupos sangiiineos

Os 220 individuos estudados foram submetidas a determinagdo do grupo sangiineo
ABO e RH pelas técnicas de gel centrifugagdo (LAPIERRE et al., 1980) (Cartdo ABD -
DiaMed, Lagoa Santa, MG, Brasil), tubo (Manual AABB, 2003}, e placa opalina
(ROUGER e SALMON, 1981). Foram realizadas provas eritrocitarias com soros anti-A,
anti-B, anti-AB e anti-D (Biotest S/A, S&o Paulo, Brasil), e provas séricas com
hemacias A, e B (Biotest S/A, Sdo Paulo, Brasif). As amostras foram analisadas
também com lecitinas anti-A, - Dolichos biflorus, e anti-H - Ulex eurupeaus {(Asem

Diagnostics, ftapecirica da serra, Sdo Paulo, Brasil).

3.3.2 — Determinacgao sorolégica dos subgrupos sangliineos

Foram realizadas provas eritrocitarias com hemacias A; e B (Biotest S/A, Sédo Paulo,
Brasif), e séricas pelas técnicas de hemagiutinagdo em tubo (Manual AABB, 2003)
placa opalina (ROUGER e SALMON, 1981) e gel centrifugagdo {(LAPIERRE &t al.,
1990). Os antisoros anti-A, anti-B e anti-AB, policlonais e monoclonais de trés
diferenies procedéncias foram utilizados de acordo com os critérios dos fabricantes
(Asem Diagnostics, ltapecirica da Serra, S8o Paulo, Brasil; Biofest S/A, Sdo Paulo,
Brasil). As amostras foram analisadas também com lecitinas anti-Aq - Dolichos bifforus,
e anti-H - Ulex eurupeaus (Asem Diagnostics, Itapecirica da Serra, Sdo Faulo, Brasil}.
Estes subgrupos foram submetidos a determinacdo de grupo sanglinec com 0s
diferentes soros e métodos {tubo, gel & placa opalina), e por dois técnicos diferentes
que ndo conheciam o doador (estudo cego ). A presenca de antigenos A, Be H na
saliva foram investigados nos subgrupos As, A« € Bracs , €M todos doadores em gue fol

possivel a obtencéo do material (MANUAL AABB, 1999).

49



3.4 - Métodos Moleculares

3.4.1- Extragdo do DNA genémico

O DNA foi isolado de células nucleadas a partir de 4 mi de sangue venoso coletado
em EDTA 10%. O sangue foi centrifugado a 2.500 rpm por 15 minutos. Para lise de
hemacias foi adicichado cloreto de amdnia (NH4HCO3) na proporcio de 5 vezes o
volume de céiulas, e bicarbonato de amdnia (NH4HCO3 0,01M) na proporgdo de 0,5
vezes o0 volume. A solugac foi incubada a temperatura ambiente por 20 minuios e
seguida de centrifugacdo por 15 minutos / 2.500 rpm / 4°C. Esta etapa foi repetida até
a obtencdo de um precipitado de leucdcitos livre de hemacias. Os leucdcitos foram
dissolvidos em 10 mL de tampédo contendo NaCl 0,3 M, EDTA 10 mM, tris/tHCL pH 7.5
10 mM, uréia 7 M, dodecil sulfato de sodio 20% (SDS) e incubados a 37°C por
aproximadamente 16h. Apds a incubagao foram realizadas trés extragbes com iguais
volumes de mistura contendo feno! (redestiiado e saturado em Tris/HCL pH 8,0 - 0,2
mM com 0,1% de hidroxiguinolina) cloroférmio e alcool isoamilico na proporgao de
25:24:1. Cada exira¢ao foi seguida por centrifugagdo a 2.500 rpm durante 20 minutos.
No final, a camada superior contendo o0 DNA foi transferida para um novo tubo e
realizada nova extracdo apenas com cloroférmio e alcool isoamilico na proporgéo de
24:1. A precipitacdo do DNA foi feita com etanol absoluto gelado (2,5 vezes ¢ voiume)
e acetato de sodio 3 M pH 5,3 (10%). O DNA precipitado foi lavadc em etanci a 70%
para eliminar residuo de fenol, e posteriormente diluido em agua estéril ou em TE (Tris
oH 8,0 10 mM; EDTA 0,1 mM pH 7.4} (SAMBROOCK et al., 1989).

A concentracdo do DNA foi determinada por espectrofotometria pela leitura das

densidades épticas nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm, em luz uliravioleta.
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3.4.2 - Ampiificacdo do DNA pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e

digestdo com enzimas de resirigdo

Os exons 8 e 7 do gene ABQO de tocdos os individuos participantes, de diferentes
grupos sangllineos e subgrupos foram amplificados para posterior analise, pela
técnica de PCR (SAIKI et al., 1985). Este método baseia-se na utilizacdo de
iniciadores que flangqueiam a regido do DNA a ser amplificada, onde se hibridizam
devido a complementaridade da segliéncia. Os repetitivos ciclos de desnaturagdo
térmica anelamento e extensdc dos iniciadores, promovida pela enzima taq (Thermus
aquaficus) DNA polimerase levam a um acimulo exponencial do fragmento. As
reacgbes foram realizadas num velume final de 50 ul contendo DNA gendmico 500 ng;
Tris-HCL pH 8,5/10 mM; KCL 50 mM; MgCI2 1,5 mM, deoxinuclectideo trifostato {
dATP, dGTP, dTTP, dCTP ) 10 mM de cada; iniciadores 0,25uM e tag DNA polimerase
1U . Foram utilizados 3 pares de inicladores visando a ampificagdo de fragmentos de
220, 279 e 744 pb, sendo os dois Gltimos para garantir a amplificagéo do exon 7 {
tabela 4 ). As amostras foram desnaturadas iniciaimente por 7 minutos a 94°C e em
seguida submetidas a 35 ciclos de amplificacdo com desnaturagéo a 94°C / 1minuto |
anelamento 58 a 64°C / 1 minuto e 40 segundos e extensdo 72°C / 7 minutos. A
reacdo foi realizada em ciclador automatico de temperatura (Perkin Elmer- cetus corp,
Boston, MA: PTC100-MJ Research Inc, Watertown Mass, USA).

O material amplificado foi separade em gel de agarose a 2 e 3% e enido visualizado
sob luz ultravioleta (UV) ap6s coloraga@o com brometo de etidio.

O exon 6 do gene ABQ dos individuos estudados foi amplificado com os iniciadores P1
{sfas) e submetido a digestio pelas enzimas de restricdo Kpn /e BstE /f YAMAMOTO
et al, 1990b; 1995), com o objetivc de definir a presenca da delegdo 261G
(YAMAMOTOC et al., 1990).

A analise dos polimorfismos descritos no exon 7 foi realizada através da ampiificagao

das regides comprometidas e, posterior digestdc com enzimas de restricao,
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especificas (fabela 5). Nos doadores dos subgrupos de A foram realizadas as

seguintes investigacdes.

&

Individuos do subgrupo sangliineo Ay investigada a mutagao C467T (YAMAMOTO
et al., 1892) com os iniciadores P2sP3as e posteriormente realizada digestdo com
as enzimas de resirico Alu 1 e Msp § (YAMAMOTO et al.,, 1992; Olsson et ai,,
1995).

Individuos do subgrupo sangiiineo A;: investigada a mutagdo G871A. O fragmento
foi amplificado com os iniciadores P3 (sfas) e submetido a digestao com a enzima
Sal [ (YAMAMOTO et al., 1993a).

Individuos do subgrupo sangilineo A, investigada a mutagdo T646A apés
amplificacao com os iniciadores P2sP3as e posterior digestio do fragmento com a
enzima Mbo [ (YAMAMOTO et al,, 1983).

Individues do grupo sangiiinec C ¢ heterozigotes para ¢ aiele O investigada a Del
261G e a mutagdo C771T (Yamamoto et al. 1990 a. b) apds a amplificacdo com os
iniciadores P1 (s/as) e P2sP3as e posterior digestdo do fragmento com as enzimas
Kpn |, BstE Il e Dde {{OLSSON & CHESTER, 1996b).

Os DNAs dos individuos pertencentes aos subgrupos de B e do grupo O com
auséncia da Del 261G foram submetidos a clonagem e sequenciamento dos exons

6 e 7 para investigacdo de mutacdes ainda ndo descritas na literatura.

As reagOes de digestdo dos produtos de PCR foram realizadas sob as seguintes

condigbes: PCR 10 ul; tamp3o (especifico de cada enzima)1,5 ul, e enzima 0,8 plL,

para um volume final de 15 ul (incubacgdo por 12h a 37°C). Os sitios de digestdo de

cada enzima est@o representados na fabela 5.



Tabela 4 - Iniciadores utilizados para estudo dos exons 6 e 7 do gene ABO

Evon iniciadores Produtos do PCR

Exon-6 Pi1s - 5 TGCCAGCTCCATGTGACCGCAC ¥ 220pb
Pias- 5 TCGCCACTGCCTGGGTCTCTAC 37

Exon-7 5 COBTCCGCOTRCOTTGLAG 3 744pb

Exon-7 z

279pb

W
Lo



Tabela & - Enzimas de restricio utilizadas no estudo dos polimorfismos dos exons 6 e

7 do gene ABO
Enzimas Sitios de restricdo 5 ~ 37 Exons Substituicdes /
Dele¢des
Kon 1 5 GGTACIC 3 6 Del G261
BstE 1 5" GVGTNACC 3’ 6 Del G261
Msp | 5 ClCGG 3 7 C467T
Alu 5 AGICT 3 7 C467T
Mbol 5 JGATC 3 7 T648A
Msp ! 5 ClCGG 3 7 G703A
Dde | 5 CITNAG 3 7 c7717
Saf 5 G4TCGAC ¥ 7 G871A

Os DNAs dos doadores que apresentaram resultados na triagem molecular (PCR e
digestdo) discrepantes do resultado sorolégico foram submetidos a clonagem e

sequénciamento.

3.4.3- Clonagem

Realizado clonagem dos exons 6 e 7 dos individuos pertencentes aos subgrupos de B
e ac grupo O com auséncia da delecio 261G, A ligagdo do plasmidio pGEM — Teasy
vetor {FPromega, Madison, Wi, USA)Y com o DNA foi realizada utilizando-se a enzima
T4 ligase. O produto desta reagdo foi utilizado na transformacidc de bactérias
competentes E.coli, através do choque térmico.

Reacao de ligagcao e transformacdo: Tubos de eppendorfs com PCR (2 ul), “buffer” (5
ul) enzima T4 ligase (1 ul), plasmidic (vetor) {1 pl) e agua destilada {1 pi) foram
homogeneizados e mantidos a temperatura ambiente por 1 h. Células competentes

DH5a (Kit Promega) foram descongeladas a temperatura ambiente, porém mantidas
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em um recipiente com gelo e adicionado 5 ui do produto de ligacdo. A reacdo foi
mantida no gelo por 20 minutos, incubada a 42°C 7/ 1 minuto e 30 segundos e
posteriormente transferida para o gelo por 2 minutos. A amostra foi adicionado 800 ul
de SOC (meio de cultura) e em seguida incubada a 37°C / 220 rpm por 1h.
Centrifugado por 1 minuto a 800 rpm {12°C), descartado 600 p! do sobrenadante e ¢
peliet foi ressuspenso no volume final. Aplicado 200 ul da amostra em placa com o
meio de cultura Luria-Betani (LB) contendo ampicilina, 5-bromo cloro-3-indol-B-D-
galactopironidase (XGAL} e isopropil-B-D- tiogalactopiranoside (IPTG). Estas duas
substancias foram utilizadas para propiciar a identificacdo atraves de «o
complementagio enire as coldnias de bactérias contendo o plasmidio recombinante
{coldnias brancas) e as coldnias contendo apenas o plasmidio recircularizado sem o
DNA {colbnias azuis) (SAMBROOK et al., 1989). Apos a aplicagio da amostra, a placa
foi levada para a estufa por 16 h a 37°C, e verificade se houve crescimento de
colénias. Somente as colénias brancas foram pescadas e colocadas na piaca de
cultura contendo LB circle grow (meio liquido contendo ampicilina)120 pl. Cada coldnia
pescada foi colocada emn um poco diferente da placa de cultura, esta foi submetida a
1300 rpm por 16 h a 37°C. Realizado posteriormente PCR da clonagem utilizando
plasmidio (2 ul), “buffer” (1,5ul), dnip (1.5 ul), MgCI2 (0,5 i), iniciadores do plasmidio
sense e antisense (0,35 ul), tag (0,2 ul) e agua destilada (8,6ul). As amostras foram
desnaturadas por 2 minutos a 95°C, e em seguida submetidas a 35 ciclos de
ampiificacio com desnaturacdo de 20 segundos a 95°C, anelamento de 15 segundos
a2 58°C, e exensdo a 72°C por 40 segundos. As reagbes foram realizadas em
ciciadores automaticos de temperatura (PTC-MJ Research, icn., Watertown MASS,
USA). O produto do PCR foi observado em gel de agarose a 1.5%, e poteriormente

foi realizado sequénciamento do fragmento.



3.4.4 - Seqlenciamento Automatizado

3.4.4.1 - Purificacdo do produto de PCR

Reagcdo de purificacdo do PCR: acetato de amonio a 7,5 M (2 ul) e etanol absoiuto (50
pl.) foram adicionados ac produto do PCR (10 ul), com posterior homogeneizagao.
Apoés incubacao por 15 minutos em temperatura ambiente, e protegide da luz, a placa
fol centrifugada a 4.000 rpm por 30 minutos. O sobrenadante foi removido por invers@o
e a seguir foi adicionado etanol 70% (100 ul.} e 0 material foi centrifugado a 4.000 rpm
por 15 minutos. Novamente o sobrenadante foi desprezado por inversao, fomando-se
o cuidado de nio remover o "pellet”. Para compieta remocéo do etanol, a placa foi
submetida & centrifugacio invertida a 200 rpm por 7 segundos e aguecida em
termobloco a 65°C por 5 minutos para a secagem dos pogos. Nas situacdes em que 0
sequénciamento nao foi realizado imediatamente, o produto foi entdo armazenado em

freezer a -20°C antes da ressuspensao.

3.4.4.2 — Reagdo para o sequenciamento

A reacéio de amplificacéo para o sequénciamento automatico foi realizada com o
BigDyeTerminator Cycle Sequencing Ready Reacton Kit® (Percin Elmer Applied
Biosystems, Foster City, CA). Para esta reac8o foi utilizado produto de PCR purificado
10 ng, iniciadores sense e anti-sense 1,6 pmol, solugdo Terminator Ready Reaction
Mix do BigDye® 1,5 uL e agua destilada estéril (volume final 10ui). As amostras foram
submetidas a desnaturagdo inicial (96°C por 1 minuto} e 25 ciclos com desnaturagao a
96°C/10 sequndos; anelamento a 57°C/5 segundos, e finalmente a extens3o a 60°C/4
minutos. A reacdo de PCR foi realizada em termociclador automatico {(GeneAmp® PCR
System 9700 - Applied Biosystems). Para a realizac&o da eletroforese foi adicionado
em cada poco "loading buffer” 2 uL, {Invifrogen Corporation, Grand Isand, USA} e

EDTA 25 mMipH 8,0 com biue dextran (50 mg/ml) na proporgao de 5:1. As amostras
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foram homogeneizadas e posteriormente desnaturadas a 95°C por 5 minutos e em
sequida colocadas no gelo para serem aplicadas em gel de poliacrilamida 2mm de
espessura, e separados por eletroforese no sequenciador automatico (AB! Prism 377
DNA Sequencer, Perkin Elmer , Norwalk, CT, USA). O gel foi composto por uréia 36gr,
resina Dowex e tampac TBE 10 mL (108 gr de Tris, 55 gr de acido bbrico e 8,3 gr de
EDTA dissadico, volume total 1000 mL). Na placa de sequenciamento foi colocado
20mL da solugdo de gel com persuifatc de amonio 130 ul. e TEMED 13 pl . Apés 2
horas de polimerizacdo do gel, a placa foi limpa e colocada no aparelho para a
realizagéo da eletroforese sob as seguintes condiges: Voltagem — 1680 KW, corrente
~ 50.0 mA; poténcia — 150 watts; temperatura do gel — 50°C; poténcia do laser -

40.0mW; tempo de corrida — cerca de 3 horas .

3.5 - Anéiise quantitativa do FVW - Determinacao do antigeno do fator de
von willebrand (FVYW:Ag)

A determinacdo antigénica do FVW :Ag foi realizada pelo método imunoenzimatico
(ELISA / Enzyme-linked immunoadsorbant assay) (ZALESKI et al., 1986), que tem
como principio & reag&o de um anticorpo especifico capturante com o antigeno do
FVYW, e de um segundo anticorpo anti-FVW ligado a enzima peroxidase. Quando
ocorre a formagdo do complexo imunoenzimatico figado & peroxidase na presenca de
um substrato especifico, ha o aparecimento de cor diretamente proporcionai 3

concentracdo do antigeno.
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3.5.1 - Procedimento da determinacéo do FVW:Ag

Uma microplaca de poliestireno, com 96 orificios (NUNC Maxisorb F96 CERT) com
fundo em "U" foi sensibilizada com anticorpo capturante de coeiho anti-von Willebrand
humano (Dako 0082 — Dinamarca). O anficorpo previamente diluido em tampéo de
revestimento (pH 7.4 - tris, Nacl e albumina bovina), 125 ul, foi incubado na microplaca
por 24 horas a 4°C. Apos sensibilizaco, a placa foi lavada quatro vezes com 250 ui de
tampéao de lavagem (pH 7.4 - tris, Nacl, tween 20), e saturada com17¢ pl de tampao
{pH 7.4 - Tris-NaCl albumina 5%) por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacdo. A
seguir, a placa foi novamente lavada quatro vezes com 250 ul de tampao de lavagem,
para a refirada do excesso de albumina. Para a realizacio da curva de calibragdo foi
utilizado um "pool” de plasmas de individuos normais diluidos (tampéc de diluicdo pH
7.4 tris, Nacl, albumina bovina, tween 20) 1:50 (100%), 1:100 {(50%), 1:200 (26%),
1:400 (12,5%), 1.B00 (625%), 1:1600 (3,125%). As amostras tesies foram
previamente diluidas com tampao, de acordo com os resultados da atividade do fator
VHI:C. Nos doadores com atividade do fator Vill:C menor que 60% as diluigSes foram
1:50 e 1:100; nos doadores com atividade enire 80 e 150%, as diluicdes foram 1:100 e
1:200 e nos que possuiam zatividade do fator VIII:C maior que 150% foram realizadas
diluicdes 1:200 e 1:400. Os critérios de diluigio foram adotados com o objetive de
obler maior sensibilidade da curva de calibracdo. entre os pontos 50 e 625
(MANNUCCI et al., 1999). Tanto a curva de calibragdo, quanto as amostras teste
diluidas, foram aplicadas em duplicata num volume de 100 ul sob agitacdo por 3
horas, a temperatura ambiente.

A sequir a placa foi novamente lavada por 4 vezes com tamp&o de lavagem e entdo
adicionado 100 ul de anticorpo de coetho anti-von Willebrando humano conjugado com
peroxidase (Dako p226 — Dinamarca), diluido em tamp&o Tris — NaCi - albumina -

Tween 20, pH 7.4, na conceniracdo final de 5 ug/mL. Apds agitaggo por 60 minuios, 2
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termperatura ambiente, a placa foi novamente lavada com o tampéo de lavagem e
adicionado em cada orificio 100 pl de subsiratc especifico orfo-feniieno diamino
{Sigma — USA) previamente dissolvido em tampdo com citrato de sédio e fosfato de
sédio { pH 5) 12,5 mi e peroxido de hidrogénio 30% (5 i) . Para a defecgio de cor, a
incubacéo transcorreu por 10 minutos, sendo posteriormente blogueada a reacdo com
a adicdo de acido sulfurico 3 M. A densidade dtica fol detectada com filtro de 492
nandmetros e os resuitados foram obtidos a partir da curva de calibracdo, que foi
tracada em papel di-log (atividade versus densidade 6pfica).

Os resultados da concentrag@o plasmatica do antigeno do FVW foram expressos em
porcentagens obtidas de uma curva de calibracdo realizada com amostras de 101
individuos normmais, sendo o valor de normalidade estabelecido pelo Laboraiério de

Hemostasia do Hemocentro Unicamp de 60% a 160%.

3.5.1.1 - Fatores que poderm interferir na reagdo

« Os reagentes e amostras devem estar estabilizados a temperatura ambiente antes
do inicio dos testes. Devem ser agitados suavemente sem fazer espuma e deverac
retornar a refrigerac@o imediatamente apos o uso.

» As diluigdes do plasma de referéncia e demais reagentes devem ser feitas
imediatamente anies do uso

s As lavagens das piacas devem ser executadas automaticamente. A realizacao
manual requer cuidados para evitar a contaminac&o dos micropogos adjacentes.

e A temperaiura de incubag3o da placa deve estar entre 15 e 30°C.
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3.8 - Analise funcional do FVill (atividade pré-coagulante FVIll:C)

A andlise funcional do FVIiI foi realizada empregando ¢ método coagulométrico de um
estagio, utilizando-se plasma deficiente em fator VIt (Diagnostica Stago, Asnieres-str-
seine, France), (ZACHARSKI et al, 1978) reagentes para realizacdo do tempo de
trombopiastina parcial ativada (TTPA) e coaguidmetro de leitura foto-Optica (Koagulab
32.8; Diagnostica Stago, Aanieres-sur-seisse, France). Foram reafizadas diluiches
seriadas a partir de 1:10 (100%) até 1:80 (1.56%) de um calibrador comercial de
referéncia conhecida em tamp3o veronal. As dosagens das amostras controles
comerciais e das amostras dos doadores foram realizadas somente apds a curva
padrdo com o calibrador ser reprodutivel. Anfes da avaliacdo das amostras dos
doadores foi realizada a dosagem de fator Vill em um plasma de referéncia comerciai,
cujo resultado ndc poderia ser maior ou menor que 10% do valor fornecido pelo
fabricante. As diluigbes das amostras foram realizadas em tamp&oc veronal 1:10
{(100%) e os valores expressos em porcentagensc {(Diagnostica Stago, Asnieres-sur-

seine, France).

3.7 — Analise funcional {atividade biologica) do FVW - Determinagao do
cofator de ristocetina (FYW:RCoj}

A ristocetina é um antibidtico que promove 2 interacdo entre o FVYW e o complexc
GPIbX/V. O teste da atividade do cofator da ristocetina reflete a atividade funcionai
do FVW, na presenca de plaguetas humanas nomais liofilizadas (ZIMMERMAN,
1982). Piaquetas em nimero padronizado de 350.000/mm?® foram adicionadas a varias
diluiches de plasma teste e ao plasma de referéncia e, posteriormente 2 ristocetina foi
acrescentada com o objetivo de promover a aglutinagdo plaguetaria. A agiutinagao foi
detectada utilizando-se agregdémero Optico (PACK — 84 — Helena Laboralories) e a
determinacdo do cofator de ristocelina foi realizada de acorde com as especificagbes

do fabricante (Helena Ristocetin Cofactor Assay Kit, Helena Laboratories, Beaumont,
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Texas) . A referéncia de normalidade foi de 58 a 160% definida de acordo com os

critérios do fabricante.

3.8 — Metodologia estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o método ndo paramétrico de Wilcoxon
(ARMITAGE et al.,, 1994). Este metodo consiste na andlise da mediana com os valores
maximos e minimos, sendo que os resultados sdo demonstrados na forma de "box
and-whisker-plot”. A forma basica destes "box plots" mostra uma caixa definida pelos
valores altos e baixos representados pelos quartis superior e inferior, sendo que o
valor da mediana corresponde ao traco que subdivide a caixa. Os "whiskers" se
estendem para os dois lados verticais da caixa mostrando os valores maximo e
minimo. O "box-and whisker-plots” facilita a visualizacéo e comparagao dos resultados

obtidos entre os grupos e subgrupos sangiiineos.

3.8.1 - Correlacao entre FVYW, FVIII e cofator de ristocetina
Para a analise dos referidos fatores foi utilizado o método de correlacio de Spearman.
Este teste esta indicado no estudo de variantes nao lineares, onde se obtém uma reta, .

através da qual & analisado a correlacio entre os fatores estudados (CANN, 2003).
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4. RESULTADOS



A idade meédia dos 220 participantes do projeto foi 32 anos, com idade minima de 18

e maxima de 60 anos.

4.1 - Avaliagao imunohematolégica sorolégica

A determinacdo dos grupos e subgrupos sangiineos dos 220 participantes foi: 48
individuos do grupo sangiiinec A, 46 B, 11 AB, 63 O, 20 A, 20A:B, 1 A; 3 AsB, 4A«,
2A,B e 2 subgrupos de B (1B, e 1B;). Somente um individuo do subgrupo de B foi
possivel realizar testes com saliva e confirmar o subgrupo By, O ouiro subgrupo de B
foi classificado como B;, entretanto os tesles da saliva ndo foram feitos por falta de

materiat.

4.2 - Estudo molecular dos grupos e subgrupos sangiiineos

A avaliagdo molecular dos individuos definidos sorologicamente comoe grupe
sangiiineo A mostrou que 38 eram heterozigotos (AQ") portadores do alelo O com a
delecdc 261G e 10 homozigotos (AA). Os individuos classificados como do grupo B,
36 eram heterozigotos (BO') também portadores do alelo O com a delegéo 261G e 10
homozigotos (BB).

Dos 63 individuos do grupo sangliinec O estudados 58 apresentaram homozigose
para a delecdo 261G (0O'C’). Vinte individuos deste grupo aleatoriamente escolhidos,
os quais possuiam a Del 261G, foram investigados também a presenca da mutagéo
C7717 descrita no Oy, {YAMAMOTO et ai., 1990a: Olsson e Chester 1996b) e foram
encontrados 10 O'Q' 10 O'O"™Y  Quatro doadores do grupo O apresentaram
heterozigose para a Del 261G e foram submetidos a clonagem e sequenciamento dos
exons 6 e 7. Os quatro doadores O'C” apresentaram as mesmas mutacdes no exon
6, no alele O; a delegdo 261G e a mutacio G297A e no outro alelo foi identificado a
substituicio 220T(Pro74Ser). Dois doadores possuiam no exon 7 as mutagbes

C487T{Phe216lie) e C771T em homozigose e a mutaco T646A (Phe2iblso) em
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heterozigose. C terceiro doador apresentou as mesmas mulacdes descritas nos dois
doadores, sendo T646A e C771T em homozigose associada com a G828A também
em homozigose. O quarte doador apresentou no exon 7 as mutacbes C467T, T846A e
C729T em homozigose (tabela 6). O PCR seguido da clonagem e sequenciamento

foram repetidos por 3 vezes para a confirmacao de todas as mutagées.

Vinte individuos do grupo A;O e 20 A;B apresentaram a mutacio C467T/Pro156Leu e
a Del 261G em heterozigose (YAMAMOTO et al,, 1992).

Um individuo tipado sorologicamente como A; e trés como A;B, apresentaram apenas
a mutacao C467T em heterozigose, fendo portanto um resultado molecular compativel
com A? diferente do sorolagico esperado.

Quatre individuos A; foram sequenciados previamente no Hemocenlro Unicamp e
verificou-se que todos possuiam a Del 261G no aielo O e a mutago C487T associada
a Del 1060C no alelo A. Dois individuos A® apresentaram a mutacic G829A sendo
um deles em homozigose (BARJAS-CASTRO et al.,2000). Estes individuos A; foram

inciuidos no projeto para dosagem de FVW, FVIil e cofator de ristocetina.

Dos quatro individuos tipados sorologicamente como A,, somente dois casos foram
confirmados molecularmente como portadores da mulacéc TG46A que resulla na
substituicdo do aminoacido Phe216-ile (YAMAMOTO et al, 1998b; OLSSON e
CHESTER, 1998), sendo os dois heterozigotos para a referida mutacéo e para a Del
261G. Os outros dois individuos apresentaram heterozigose para as mutagles
C467T e a Del 261G sendo portanto classificados molecularmente como A%

Os 2 individuos sorologicamenie descriios como AxB apresentaram a mutagio C4677
em heterozigose, tendo portanto também um resulfado molecular diferente do

sorolégico.



Dois deoadores do subgrupe de B, foram submetidos a clonagem e sequenciamento
dos exons 6 e 7. No exon 6 foram identificadas a delecdo 261G e a substituicio
A287G no alelo O de ambos doadores. No exon 7 os mesmos apresentaram as
mutacbes T646A e GB29A em homozigose. O doador classificado come B™O
apresentou também as seguintes mutagdes: C467T, C771T e G861A em homozigose;
C657T e G803C presentes no alelo B. As substituigdes encontradas no B*Q foram:

C467T e C771T em homozigose; C526G, C657T, GBG1A e G803C apenas no aklo B

(tabela 7).



Figura 3- Genotipagem do grupo sangiiineo O com identificacés da Del 261G

220 pb

PCR

63 156
261DEL

Kpni

MCi1 2 3 4 56

~ 220 pb
156 pb
83 pb

Produtos de PCR do exon 6 amplificados por iniciadores P1s/as e digeridos pela
enzima Kpn /

= M - Marcador Ladder - 100 ob (Gibco BRL Produicts)

» 1 -controle: homozigose para a Del 261G

+ 1,2 e 3 - heterozigose para a Del 261G (fragmentos: 220, 156 e 63 pb)

¢ 4 e5 - negativa para Del 261G (fragmento: 220 pb)

e B - homozigose para Del 261G
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Figura 4-Genotipagem do grupo sangiiineo 0'0" com identificaco da mutacéo C771T

P28 P3 AS

744 pb
PCR
Presenca 9 84 169 236 246
mutacaoc ? % % ?
Auséncia j 9 84 405 ' 246 :
mutacdc | A 3 : A E
Dde i

405 pb
236 pb/246 pb

169 pb
34 pb

Produtos de PCR do exon 7 amplificados por iniciadores P2s/P3as e digeridos pela
enzima Dde /

e M- Marcador Ladder - 100 pb (Gibco BRL Products)

s (1 -confroie: ausencia da mutacdo C771T

» 1 e35 - heterozigose para a mutagdo C771T (fragmenios: 84, 169, 236/246 e

405 pb)
s 2ed4-ausencia da mutagdo C771T (fragmentos: 84, 246/ 236, 405 pb)
e 3 -homozigose para a C7717 ( fragmentos: 84, 169, 236/246 pb)
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PCR

Presenca
mutacio

Auséncia
mutacéo

Figura 5- Genotipagem do subgrupo A’O com identificagio da mutagio C467T

P2s PIAS

19 24 41 142 204 309

i

(5 19 24 - 41 31 204 309

1 $ t

M C1 21 2 3 4

308 pb
204 pb
142 pb
—p 111 pb

Produtos de PCR do exon 7 ampilificados por iniciadores P2s/P3as e digeridos pela
enzima Msp |

¢ M - Marcador Ladder - 100 pb (Gibco BRL Products)

e (1 - controle: ausencia da mutacdo C467T (111, 204 e 309 pb)

e (2, 1, 2 e4-homozigose para a C487T (fragmentos: 142, 204 e 309 pb)

* 3 -ausencia da mutagdo C467T
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Figura 6-Genotipagem do subgrupo A*O com identificacao da mutacdo G871A

Exon Vi

279 pb

PCR g

48 231
Auséncia 7
mutacio

Sali

279 pb
231 pb

48 pb

Produtos de PCR do exon 7 amplificados por iniciadores P3s/as e digeridos pela
enzima Saf/
s M- Marcador Ladder - 100 pb {Gibco BRL Products)
s C1eC2 -controles: produtos de PCR nao digeridos (fragmento: 279 pb)
e 1ab5-auséncia da mutacdo G871A (fragmentos: 231 e 48 pb)
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Figura 7- Genotipagem do subgrupo A*O com identificagdo da mutagsio T646A

P28 P3 AS

744 ph
PCR
Presenca 24 72 217 43
mutacio
#bo A% %
Auséncia | 96 217 431 i
mutagéo | R 4 ’
! !
744 ph
- 431 pb
217 pb
98 pb
72 ph

Produtos de PCR do exon 7 amplificados por iniciadores P2s/P3as e digeridos pela
enzima Mbo |

e M- Marcador Ladder - 100 pb (Gibco BRL Products)

e (1 -conirole: produtos de PCR no digeridos (fragmento: 744 pb)

o 1-auséncia da mutacdo T646A (fragmentos: 96, 217 e 431 pb)

s 2 - heterozigose para T646A (fragmenios: 72, 86, 217e 431 pb}
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Tabela 6 — Resultados da clonagem e sequenciamento dos exons 6 e 7 dos quatro
doadores 0'0°

Doadores O° 1 2 3 4

Alelos o! Q? o' Q? o' o? o' o?
Exon g

Dei261G + - + - + - + -
Cc220T - + - % - s - +
A297G & + * & * * - &
Exon?

Ca67T % %+ £ 3 w + + + +
TB46A % - + - + + * +
C7207 - - - . - - & +
C7717 % + + - + + - -
GB20A - - - - + + - -

Tabela 7 — Resultados da clonagem e sequenciamento dos exons 6 e 7 de dois

doadores B"O e B*0

Doadores B0 B™0 B0
Alelos B O B O
Exon &

Del261G - + - +
A297G - + - +
Exon7?

C467T + + + +
C526G - - + -
REGT RN & & - #
C857T + - + -
GB&1A & 4 - -
cr7iT +* + + *
GHZEA & + + +
G803C + - + -
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Figura 8 - Resultados do sequenciamento direto do exon 7 do gene ABO dos individuos portadores
de subgrupo de B (B"O e B°0)




4.3 - Resultados das dosagens do FVW, FVill e cofator de ristocetina

Baseado nos resuliados do estudo molecular foram selecionados 122 doadores do total
de 220, para dosagem do FVW:Ag, FVIIC e cofator de ristocetina. O critério utilizado foi
obter 10 doadores AQ", 10 AA, 10 BO', 10 BB, 10 AB, 10 0'0’, 10 0'0", 4 0'0% 20 A%Q,

20 A®B e todos os subgrupos disponiveis (2 A*C, 4 A’0, 1 B*0O e 1 B™O).

4.3.1- Resultados das dosagens do FVW em doadores de diferentes grupos e
subgrupos sangiineos

Os individuos dos grupos AA, AB e BB foram estudados em um mesmo grupo por nao
apresentarem o alelo C. Os subgrupos A;O, B;O e AxO foram também analisados em um
nico grupo, por apresentarem maior quantidade de antigeno H quando comparados com

AO, BO e A%0. Os quatro doadores O'0O? foram analisados juntamente com o grupo 0'0".

A mediana das dosagens do FVW:Ag dos grupos sangliineos AA, AB, BB (Md= 120%
min= 74%, max= 208%) estava significativamente mais elevada quando comparada com
as medianas dos grupos AO e BO (Md= 80%, min= 60%, max= 150%; p<0.001), 00!
(Md= 69%, min= 40%, max= 98%; p<0.001)e A?0 (Md= 88%, min= 56%, max= 133%,;
p<0.001), porém a mediana estava estatisticamente menor em reiagio ao subgrupo AZB (
Md= 188%. min= 92%, max= 250% ; p=0.013} e A’O (Md= 89%, min= 56%, max=

133%; p<0.001).

A mediana das dosagens do FVW:Ag dos grupos AQ e BO (Md= 80% min= 60%, max=
150%) estava significativamente menor (p<0.001) quando comparada com o subgrupo
AZB (Md= 169%). Porém quando comparado com os grupos O'Q' (Md= 69%) e A°O (Md=
89%) os resultados ndo foram estatisticamente significativos (p=0.056 e p=0.677,

respectivamente).



A mediana das dosagens do FVW:Ag no grupo O'C' (Md= 69%, min= 40%, max= 50%)
estava significativamente menor (p<0.001) quando comparada com A’B (Md= 169%) e
A*Q (Md= 89%; p=0.018) porém guando comparado com O'O"™ a diferenca nao foi

estatisticamente significativa (Md= 86%, min= 55%, max= 99%; p= 0.133).

A mediana das dosagens do FVW:Ag no grupo A’0O (Md= 89%, min= 56% e max= 133%)
quando comparada com o subgrupo A’B (Md=169%) também apresentou-se

significantemente diminuida (p<0.001).

A mediana das dosagens do FVW-:Ag nos subgrupos A’Q, A*O , B0 (Md= 75%, min=
50% e max= 110%) quando comparada com as medianas dos grupos AA, AB, BB (Md=
120%) e A:B (Md= 169%) estava significantemente menor (p<0.001 para ambos). Porém
a mediana nos subgrupos A’O, A0 |, B*C ndoc apresentou diferencas estatisticamente
significativas quando comparadas com AQ e BO (Md= 80%; p=0.898), O'C' (Md= 69%;
p=0.491) e A?°O (Md= 89%; P=0.665).

O "Box-and-wiskers box plot" dos resultados das dosagens do FVW:Ag se encontram na

figura Sa.

4.3.2 - Resultados das dosagens do FVIii em doadores de diferenfes  grupos e
subgrupos sangiiineos

A mediana das dosagens do FVIii:C nos grupos sanglineocs AA, AB, BB (Md= 117%,
min= 84%, max= 180%) quando comparada com a mediana dos grupos AO e BO (Md=
89%, min= 50% e max= 147%;), O'0' (Md= 75%, min= 45% e max= 143%;) & A0 (Md=

96%, min= 50% e max= 130%;) estava significantemente mais elevada (p<0.001 para
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ambos). Porém a diferenca nio foi significativa quando comparada com A’B (Md= 112%,

min= 98%, max= 210%; P=0.312).

A mediana das dosagens do FVHI:C nos grupos sangiliineos AO e BO (Md= 89%, min=
50%, max= 147%) estava significantemente menor quando comparada ao subgrupo A’B
(Md= 112%,; p<0.001). Porém as diferencas ndo foram estatisticamente significativas
quando comparadas com os grupos Q'0Q' (Md= 75%; p=0.065) e A’0 (Md= 96%;

p=0.625).

A mediana das dosagem do FVIII:C no Grupo Q'Q' (Md= 75%, min= 45% e max= 143%)
estava significativamente menor quando comparada com AZB (Md= 112%; p<0.001) & A’0
(Md= 96%; p=0.048) porém quando comparada com O'O"Y as diferencas ndo foram

estatisticamente significativas (Md= 88%, min= 72% e max= 100%; p= 0.132%).

A mediana das dosagem do FVIil:C no subgrupo A’O (Md= 96%, min= 50%, max= 130%)
estava estatisticamente menor quando comparada com o subgrupo A’B (Md=112%;

p<0.001).

A mediana dos resultados das dosagens do FVIILC nos subgrupos A0, A*O , B’O (Md=
88%, min= 65%, max= 123%) estava significantemente menor quando comparada aos
grupos AA, AB, BB (Md= 117%; p=0.041) e A;B (Méd= 112%; p=0.001). A mediana das
dosagens do FVW.Ag nos subgrupos A’D, A*C , B0 nzo apresentou diferencas
estatisticamente significativas quando comparada com AO e BO (Md=83%; p=0.959),
O'0" (Md=75%; p=0.575) & A0 (Md=96%, P=0.575).

O "Box-and-wiskers box plot" dos resultados das dosagens do FVIILC se encontram na
figura Sb.
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4.3.3 - Resultados das dosagens do cofator de ristocetina em doadores de diferentes

grupos e subgrupos sangiiineos

A mediana das dosagens do cofator de ristocetina nos grupos sangliineos AA AB, BB
(Md= 119%, min= 71% e max= 160%) estava significantemente mais elevada quando
comparada aos grupos AQ e BO (Md= 86%, min= 57%, max= 176%: p<0.001), 'O (Md=
65%, min= 25% e max= 98%; p<0.001) e A0 (Md= 99%, min= 62% max= 152%;
p<0.001), porém quando comparada com A’B (Md=132%, min= 77% e max= 253%) a

diferenca nao foi estatisticamente significativa (P=0.180).

A mediana das dosagens do cofator de ristocetina nos grupos AC e BO (Md=86%, min=
57% e max= 176%) estava significantemente mais elevada quando comparada as
medianas dos grupos O'0Q' (Md=65%; p=0.001) e menor em A’B (Md=132%; p<0.001),
porém a diferengca nao foi estatisticamente significativa quando comparada com A?Q

(Md=99%; p=0.233).

A mediana das dosagens do cofator de ristocetina para o Grups O'C' (Md=65%, min=
25% e méax= 98%) estava significantemente menor quando comparada com a mediana
dos subgrupos A*B (Md=132%) e A0 (Md= 99%), (p<0.001 para ambos), porém nao foi
estatisticamente significativa guande comparade com O'0O" (Md= 76%, min= 62% e

max= 120%; p= 0.177).

A mediana das dosagens do cofator de ristocetina nos subgrupos A0, A'O , B°O
(Md=78%, min=80% e max= 120%) estava significantemente menor quando comparada
com a mediana dos grupos AA, AB, BB (Md=119%) e AB (Md=132%), (p<0.001 para

ambos). A mediana do cofaior de ristocetina nos subgrupos A’0, A0 , B0 ndo
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apresentou diferenga estatisticamente significativa quando comparada com as medianas
dos grupos AQ e BO (Md= 86%; p=0.959), OO (Md=865%, p=0.232) e A*C (Md=99%;
P=0.575).

O "Box-and-wiskers box plot" dos resultados das dosagens do cofator de ristocetina se

encontram na figura 9¢.

4.3.4 - Correlagdo entre o FYW, FVIIl e RCo
A analise realizada através do teste de Spearman verificou uma aita correiagao entre o

FVYW e FVIIE (r=0.77; p<0.001) e também entre o FVYW e RCo (r=0.75; p<0.001) (figura 10a

e 10b).
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Figura 9 - Medianas dos resultados das dosagnes do FVW:Ag, FVIIC e RCo nos
diferentes grupos (AA, AB, BB, OO, AD e BO) e subgrupos sangiineos (A%0, A%B,
A¥O,A%0 e B°0. As figuras foram construidas apartir do método de “box-and-whisker plot”,
comparando as distribuicbes dos grupos e subgrupos sanglineos na horizontal em
relacac as dosagens do FVW:Ag, FVHL:C e cofator de ristocetina na vertical obtidas em %.
A forma basica destes "plots” mostra uma caixa definida pelos quartis superior e inferior
com a mediana marcada pela subdivisio da caixa. Os “whiskers” se estendem de ambas

as extremidades da caixa mostrando os valores maximo & minimo.

Figura 9 A - Medianas dos resultados das dosagens do FVW:Ag em

diferentes grupos e subgrupos sangliineos
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Figura 9 C - Medianas dos resultado das dosagens do cofator de ristocetina
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Figuras 10 - Os graficos 10A e 10B representam os resultados dos estudos das

correlagbes do FVW com FVIl e do FVW com RCo.

Figura 10A - Resultado da correlacdc entre o F¥W e FVIII
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Fator de von Willebrand
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Figura 10B - Resultado da correlagao entre o cofator de ristocetina e Fator
de von Willebrand
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Diversos autores discutiram a infiuéncia dos grupos sangliineos A, B, AB e O nos
niveis circulantes do FVYW e FVII (GIL et al,, 1987; SHIMA et al., 1995; SOUTC et al.,
2000), entretanto apenas O'DONNELL et al. (2002), estudaram o subgrupo A0 e
relacionaram este polimorfismo do gene ABO com os niveis circulantes do FVW e
FVIIL.

Estudamos grupos € subgrupos sanglineos como A0, A0, AXO e B0,
caracterizando cada urn detathadamente através de técnicas sorologicas e
moleculares. A principio foi realizado amplificacdo dos exons 6 e 7 do gene ABO e
digestdo com enzimas de restrigdo especificas. Quande necessério, foi também
realizado clonagem e sequenciamento dos referidos exons, que sdo os principais
responsaveis pela atividade da enzima glicosil transferase.

Os diversos subgrupos do sistema ABO se caracterizam por uma reducéo da atividade
da enzima glicosi! transferase que acameta uma redugdo na expresséo dos antigenos
A e B na membrana eritrocitaria, com permanéncia do antigenc H em quantidades
inversamente proporcionais a presenca dos antigenos Ae B.

MATSUI et al. (1992), demonstraram a presenga dos antigenos ABH no FVW e
O'DONNELL et al. (2002), relacionaram a presenga do antigeno H com a
concentracdo plasmética do referido fator, concluindo que existe uma relacao inversa
entre a guantidade de antigencs H e o FVW circulante.

Recentemente BOWEN (2003), descreveu gue a enzima ADAMTS 13 é uma das
responsaveis pelo catabolisme do FVW circulante e que o grupo sanglineo ABO pode
influenciar a protedlise do referido fator, sendo o grupo O o mais susceptivel a acao
enzimatica.

MILLER et al, (2003} estudaram o cofator de ristocetina (RiCof) em individuos do
grupo sangiiineo O e ndo O definidos apenas por testes sorologicos. SHIMA et al.
(1095), realizaram além do estudo sorolégico a investigagcao das principais rutacbes

descritas nos grupos sangiiineos A, B e O. Ambos autores constataram que as
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concentragbes plasméaticas do FVW:Ag e RiCof estavam diminuidas nos individuos do
grupo O quando comparados com ndo O (A, B e AB), e também nos individuos 0O,
AQ e BO quando comparados com AA, AB e BB.

Interessante ressaltar que neste estudo realizamos as dosagens do FVYW:Ag, FVIII:C e
cofator de ristocetina (RiCof) apés definicdo sorolégica e molecular dos grupos e
subgrupos sangiliineos, com o objetive de verificar se as concentragbes plasmaticas
destes fatores estavam relacionadas com alguma mutacdo especifica na enzima
glicosil transferase e conseqientemente com a presencga do antigeno H na membrana
eritrocitaria.  Verificamos que individuos do grupo AA, AB, BB apresentaram a
concentracido do FVW:Ag e a atividade de FVIII:C e RCo mais elevada no plasma
guando comparados com individuos do grupo O, ou portadores desse alelo (AO, BO),
sendo estes resultados semelhantes aos previamente descritos (SHIMA et al., 1995;
SOUTO et al,, 2000; O'DONNELL et al., 2002.

As concentragfes plasmaticas FVW:Ag e a atividade do FVIII:C e RiCof encontrados
em doadores do grupe AZO (n=20) foram estatisticamente menores que os valores
encontrados em individuos AA, AB & BB (p<0.001 em ambos) € maiores que oS
valores encontrados em individuos do grupe O'O' (p=0,018; p=0,048 e p<0.001).
Entretanto, quando comparames esses parametros em individuos do grupo A0 com
os grupoes AO e BO, ndo oblivemos diferencas estatisticamente significativas.
O'DONNELL et al. (2002), estudaram 13 individuos A’QC e correlacionaram as
concentragbes plasmaticas do FVW:Ag com as dosagens cbtidas em doadores AQ e
BO, e encontraram diferencas estatisticamente significativas {p=0.030), ao passo que
quando comparamos A’O com Q'O' analisando todos os paramentos, obtivemos
diferencas estatisticamente significativas (FYW- P=0.018; FVIll- P=0.045 ¢ RCo-
p<0.001). Provavelmente a discrepancia de resultado com relac@o ac FVW:Ag e FVIll

seja conseqiiéncia da reduzida casuistica analisada por O'DONNELL e colaboradores.
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Em nosso trabalho foram avaliados pela primeira vez as concentracbes plasmaticas do
FVW:Ag, FVIII:C e RCo em individuos do subgrupo A’B (n=20). Na comparacdo dos
resultados obtidos de doadores A’B e AZQ, obtivemos uma diferenca estatisticamente
significativa para os dois fatores (FVW:Ag - p=0.013 e FVII:C - p<0.001). Na
comparacéo de doadores dos grupos A’B e AA, AB e BB verificamos que somente o
nivel plasmaticos do FVW:Ag foi estatisticamente mais baixc nos doadores A’B
(p=0.013), entretanto os resuitados das dosagens do FVIII:C e RCo ndo apresentaram
diferengas estatisticamente significativas (p=0.312 e p=0.180, respectivamente).

Esta foi a primeira vez em que as dosagens do FVW:.Ag e atividade do FVIll e RCo
foram realizadas no grupc O'Q" comparando-o ao grupo O'Q’, porém ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas {FVW:Ag - P=0.132; FVIHI:C -
p=0.125; RCo - p=0.177). O grupc O'0? também foi analisado e os resultados n3o
foram estatisticamente diferentes quando comparados com os grupes 0'0' e O'0",
provavelmente come conseqiéncia do restrito nimero de casos estudados (n=4).
Cabe enfatizar que individuos do grupo O com auséncia da delegdo 261G
representam apenas 3,7% dos individuos do grupo O caucasdides.

As concentragbes plasmaticas do FVW e da atividade do FIIC e RCo foram
avaliados também pela primeira vez em doadores dos subgrupos A0/ AQ/ B0 .
Estes subgrupos caracterizam-se por apresenfarem uma baixa atividade da enzima
glicosiliransferase e consequentemente, maior quantidade do antigeno H na
membrana da hemacia quando comparados com o subgrupo A*O e o grupo AC.

As dosagens do FVW e atividade do FVIil e RiCof ndo foram estatisticamente
diferentes quando comparados vailores encontrados em individuos A0/ A0/ B0 com
doadores AQ/BO e O'0'. Porém estes niveis foram estatisticamente menores quando
comparados com os resultados encontrados em doadores AA, BB, AB. G'DONNELL
st al. (2002}, demonstram gue a concentragcdo do antigeno H € Inversamente

proporcional ao FVW circulante e consequentemente os individuos pertencentes aos
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subgrupos A0/ AXQ/ B°0, deveriam apresentar uma reducdio significativa na
concentragéo plasmatica do FVW quando comparados aos grupos AO e BO que
possuemn menor guantidade de antigeno H. Provavelmenie o redurzido nimero de
individuos estudados tenha influenciado nos resultados. Estes subgrupos sac pouco
freqientes na populacdo dificultando o aumento na casuistica

Peia primeira vez foi estudado o RCo em doadores dos subgrupos sangliineos A*C e
A’B. Verificamos que individuos com gendtipos AA, AB e BB apresentaram
concentragdes plasmaticas do RCo mais elevada em relag@o ao grupo O e portadores
desse alelo (AO, BO) (p<0.001), resultado semelhante ao descrito por SHIMA et al,
(1995).

Os resultados do RiCof em doadores dos subgrupos A’0, A*O e B*0 apresentaram o
mesmo comportamento que o FVW:Ag e FVIII:C quando comparados com AC e O'0,
ou seja, nao apresentaram diferencas estatisticamente significativas. Entrefanto,
quando foram comparados com as dosagens obtidas de individuos dos grupos AA,
AB, BB e A?B encontramos uma diferenca estatisticamente significativa (p<0.001). As
dosagens do cofator de ristocetina nos subgrupos A’0, AC e B*C também foram
estatisticamente menores que as obtidas em individuos do grupo A’O (P=0.029), e
este resultado é diferente do encontrado para 0 FVW:Ag e FVIil:C nos mesmos
subgrupos sangiinecs. -

O estudo estatistico demonstrou uma alta correlag@o entre as dosagens do FVW e
FViil e entre 0 FVW e RCo (R=0.77; p<0.0001 e R=0.45 e p<0.001, respectivamente).
Este resultado & compativel com a ieoria de que a reducdo na concentracao
plasmatica do FVW acarreta proporcional redug@o do FVIIL Esta hipdtese esia
baseada no fato de que o FVIil é transportado pelo FYW (KOEDAM et al., 1988).
Provavelmente as alteragbes nas conceniracdes plasmaticas do FVYW e FVIIi tenham

interferido na atividade funcionai avaliada peio RCo.
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0 estudo dos subgrupos sanglineos nos mostrou gue os mesmos também possuem
concentracbes plasmaticas do FVW e FVIll mais baixas quando comparados com
individuos dos grupos A, B e AB provaveimente consegiéncia da presenga do
antigeno H.

Em nosso estudo encontramos trés pontos divergentes da literatura :

e A mediana das dosagens do FVW, FVlli e RCo ndo foram estatisticamente
diferentes quando comparados individuos do grupo A0 com AO e BO e
estatisticamente significativa quando comparados individuos do grupo A*O com
0'0'. Estes resultados sdo diferentes dos descritos previamente por
O'DONNELL et al. (2002).

s A mediana das dosagens do FVYW no subgrupo A’B (Md=112%) comparada
com individuos dos grupos AA, AB e BB (Md=117%;} foi estatisticamente
significativa, porém as concentragbes plasmaticas do FVIII e RCo néo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas para estes mesmos
grupos.

s Quando comparamos A*0, A*O e B0 com A”O verificamos que as dosagens
do RiCof foram estatisticamente maiores no grupo A’O. Entretanto, as
concentragdes plasmaticas do FVW e FVIil, nos mesmos subgrupos citados n&o
apresentaram diferencas significativas. Neste caso nossos resultados n&o
foram compativeis com a hipdtese proposta por O'DONNELL que relaciona a
concentracio plasmatica do FVW com a presenga de antigeno H.

Apesar da alta correlagdo existente entre o FVW e a atividade do FVIll ¢ RCo
observamos nestes dois Gliimos casos, que a atividade do FViil e RCo ndo
apresentaram o mesmo comportamento da concentrag@o plasmatica do FVW.
Provavelmente outros fatores ainda nac estudados poderiam estar influenciando

na relacdo de complexo FVW-FVIIL, além da presenca do antigeno H.
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5.1 — Polimorfismos do gene ABO

A literatura mostra aiguns estudos dos polimorfismos da enzima glicosiltransferase
analisando pequeno numeroc de casos, principalmente com relagio a subgrupos pouco
freqlientes como A;, Ax e B; entre outros Ha varios polimorfismos no gene ABO que
sdo classificados como subgrupos de A ou B fracos por possuirem uma maior
guantidade de antigeno H, baixa expressfc dos respectivos antigenos e nio
apresentam um padrao soroiogico caracteristico (VENGELEN-TYLER, 1999).

Dez amostras esiudadas apresentaram resultados soroldgicos especificos dos
subgrupos As(1), Ad4), AB(3) e AB(2) porém o estudo molecular demonstrou em
todos os casos a presenca da mutacdo C467T caracteristica do subgrupo AZ
Provavelmente estes doadores possuam alteracGes moleculares em algum outro exon
do gene ABO. Neste estudo foram analisados apenas os exons 6 e 7 que s&o
considerados os principais responsaveis pelo principio ativo da enzima.

O estudo molecular dos dois doadores com subgrupos de B demonstrou em ambos os
casos a associagdo das mutacbes GB828A(Vai277Met) e T646A(PheZi6lie). A
substituicio G829A foi previamente descrita em individuos Oy (YAMAMOTO et al,
1990a) e no subgrupo A; (BARJAS-CASTRO et al., 2000) e a substituicdo T646A &
considerada a mutacdic classica do subgrupo A, e também foi demonstrada em
doadores O e B, (OGASAWARA et al., 2001). Ambas as mutagdes estdo localizadas
apos a Del 261G, portanto nio acarretam nenhuma alteragdo enzimatica em doadores
do grupo O' A associacio das mutagbes G829A e T646A provavelmente foram as
responsaveis pela fraca expressdo do antigenc B nos doadores caracterizados
sorologicamente como B., € Bs. O significado desta associagdo até entlo no descrita

no alelo B, permanece ainda desconhecido.
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6.CONCLUSOES



6.1 — Relagdo entre os polimorfismos do gene ABO e FYW e FVIl:C

- A concentragio plasmatica do FVYW e FVII.C apresentou relacdo com
08 grupos e subgrupos do sistema ABO

- A presenca do aleio O {AQ, BO e 00) demonsirou estar relacionada
com  baixa conceniracdo plasmatica FVW e FVIIEC quando
comparados com individuos com auséncia do referido aleio (AA, AB e

BB).

— As concentragcdes FVW e FVIIE:C no plasma foram inversamente
proporcionais & expressdo do antigeno H na membrana eritrocitaria,
nos diferentes grupos e subgrupos sanguineos.

» A concentracdo plasmatica do FVYW nos doadores dos
subgrupos A’0Q/ AQ / B0 foi menor que os valores
encontrados em individuos com grupcs sanguineos que nao
apresentam o antigeno H como AA , BB e AB, embora a
conceniragéo néc tenha sido também significativamente menor

gue a encontrada em individuos AC e BO.

— ldentificado uma alta correlacdo entre as concentragbes plasmaticas do

FWY e FVIILC e também enire o FVIlL.C e ¢ RCo.

6.2 — Polimorfismos do gene ABO

— (s subgrupos de B classificados scorologicamente como B; e Bm
apresentaram ambos a associagéo das mutagbes G829AVai277Met) e

T64BA(Phe216lle).
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= A associagio das mutagbes GBZ9A e TB46A provaveimente
foram as responsaveis peia fraca expressdo do antigenc B na
membrana eritrocitaria.
O significado desta associagdo até entdo ndo descrita no alelo B, permanece ainda

desconhecido.
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ANEXC1

QUESTIONARIO
Data / / Cadastro N° do doador
Nome fone
idade data de nascimento ! f tipo sangiiineo:——
Cor: Caucasoide
Negroide
Amarelo
indio
Descendéncia:
Avés paternos Avés maternos
Hemostasia:
Equimoses:

Fica com marcas mesmo sem batidas:

Extracdo de dentaria

Enistaxe:

Frequéncia:

Gengivorragia:

Cirurgia:

Necessitou transfuso:
Mistoria de sangramento na familia:
Fithos

Irmaos

Pais

TS

Esta fazendo uso de algum medicamento:
Sofre de algumas destas doencas:
Diabetes

Hiperiensdo

infario

Demrame

Dutras
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ANEXO 2

Eu, concordo em participar do Projeto

de Pesquisa para o estudo dos polimorfismos do gene ABO com os niveis
circulantes do antigeno do Fator de von Willebrand, Cofator da Ristocetina e
Fator VI

Campinas, de 200

I8



ANEXGC 3

Resultado soroldgico e molecular do FVW:Ag, FVII:C e RCo nos grupos e subgrupos

sangiiineos em 122 doadores selecionados.

Resultado Resuitado Dosagens
Nrdo Doador! ¢ o16gico Molecular J

VWF:Ag FVHI:C RCo
1 A AA 180% 90% 130%
2 A AA 74% 98% 105%
3 A AA 120% 115% 91%
4 A AA 108% 100% 98%
5 A AA 120% 144% 130%
<] A AA 208% 140% 128%
7 A AA 190% 92% 115%
8 A AA 120% 98% 141%
9 A AA 110% 130% 142%
10 A AA 80% 64% 71%
11 A AO 70% 91% 79%
12 A AC 92% 80% 124%
13 A AO 60% 80% 57%
14 A AO 110% 91% 110%
15 A AQ 130% 144% 120%
16 A AQC 73% 95% 85%
17 A AQ 82% 87% 76%
18 A AO 73% 50% 76%
19 A AQO 81% 85% 60%
20 A AQD 85% 98% 77%
21 B BB 155% 147% 128%
22 B BB 120% 120% 98%
23 B BB 110% 98% 115%
24 B BB 130% 105% 125%
25 B BB 145% 100% 116%
26 B BB 160% 155% 155%
27 B BB 108% 120% 110%
28 B BB 120% 98% 112%
29 B BB 110% 94% 132%
30 B BB 133% 110% 119%
31 B BO 60% 70% 80%
32 B BO 110% 133% 150%
33 B BO 78% 91% 78%
34 B BO 66% 55% 98%
35 B BO 80% 62% 93%
38 B BO 100% 143% 176%
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g; g BO 78%
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2 . BO 150% 7 o5
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1 = = o 103%
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2 £ AB 1259 y o
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2 - aa o 160%
2% 0% 147%
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28 00% 136%
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i e 22 o 100%
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75% 75%
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83 Ay A*O 60% 50% 62%

84 A, A*Q 100% 101% 114%
85 Ay A“O 95% 103% 100%
86 Az AZO 105% 98% 100%
87 Az A*Q 110% 130% 98%

88 Ay AO 133% 98% 152%
89 Ap AO 90% 99% 116%
90 A, AQ 78% 90% 88%

91 Az A20 85% 110% 84%

82 Ay A Q 100% 95% 120%
g3 Ax AQ 95% 87% 110%
94 Ax A“O 78% 68% 91%

95 AsB A’B 92% 110% 88%

96 AsB A°B 150% 200% 160%
97 AsB A°B 215% 210% 110%
98 AB A“B 96% 110% 253%
99 AB A‘B 210% 103% 181%
100 AB A°B 220% 207% 151%
101 AzB A‘B 210% 109% 115%
102 AsB AZB 188% 166% 110%
103 AsB A‘B 220% 180% 209%
104 A:B A’B 196% 117% 110%
105 AB A’B 105% 98% 140%
106 AB A‘B 158% 108% 97%

107 A.B A’B 98% 100% 77%

108 A-B A’B 100% 98% 110%
109 AsB A’B 150% 113% 140%
110 AsB A’B 196% 117% 160%
111 AsB A’B 250% 181% 160%
112 AsB A°B 180% 111% 130%
113 AxB A’B 128% 113% 120%
114 AxB AR 120% 109% 135%
115 Ay A0 85% 96% 65%
116 As A0 110% 123% 120%
117 As A0 7% 91% 60%
118 As A0 74% 85% 68%
119 Ax A0 98% 100% 85%
120 Ay A0 67% 73% 87%
121 Bm B™O 50% 65% 92%
122 B B 0O 55% 70% 80%

Normatl para FVYW 80% a 160%
Normal para FVIli - 60%160%
Normal para Cofator de Ristocetina - 58% a 168%
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