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RESUMO

A doenca de von Willebrand (DVW) é a doenga hemorragica hereditaria
mais frequente. Dentre os subtipos relacionados a DVW, o tipo 2N apresenta
exclusivamente diminuicdo da afinidade do fator de von Willebrand (FVW) ao fator
VIII (FVIIl). Como consequéncia esses pacientes apresentam reducdo do FVIII
plasmatico. Por essa razdo, comumente esses casos sdo diagnosticados
erroneamente como portadores de hemofilia A. Em um recente estudo brasileiro,
foi observado que cerca de 10% dos casos de hemofilicos A leve sem
antecedente familiar prévio para a doenca, na verdade tratavam-se de DVW tipo
2N (SIMON & ROISENBERG, 2004). Para o diagnéstico de certeza da DVW tipo
2N, a avaliacdo molecular € o método mais utilizado, uma vez que os testes
laboratoriais confirmatoérios nao apresentam boa reprodutividade.

Esse estudo tem como objetivos fazer a investigacdo molecular de casos
previamente diagnosticados ou com suspeita de DVW tipo 2N baseados na
histéria clinica, familiar e dados laboratoriais. Além disso, pacientes
diagnosticados com hemofilia A moderada e leve, foram investigados para a
presenca das quatro mutagdes mais freqlentes relacionadas a DVW tipo 2N.

Esse estudo avaliou oito casos nao relacionados de paciente com suspeita
ou diagnédstico de DVW tipo 2N, acompanhados no Hemocentro da UNICAMP
(Campinas, SP) e no Hemocentro do Espirito Santo (Vitéria, ES). Os oito casos
foram investigados para mutacdes presentes na regido que corresponde ao local
do sitio de ligacao do FVIII ao FVW, localizada entre os éxons 18 a 27 do gene do

FVW. Apenas um caso foi conclusivo, com a presenca da mutagdo em
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homozigose R816W no gene do FVW Essa mutacdo corresponde a 11% dos
casos de DVW tipo 2N. Os outros sete casos foram exaustivamente investigados
para mutagdes nessa regiao, incluindo o seqienciamento do DNA genbémico e
codificante da regidao entre éxon 18 a 27 do gene do FVW e ndo foram
conclusivos. Esses mesmos casos foram investigados através do sequenciamento
do gene do FVIII, para avaliar a presenga de mutagédo associada a hemofilia A. Em
um dos casos do sexo feminino, foi possivel a identificagdo de uma mutacdo em
homozigose G265 +1 G>T no intron 3 do gene do FVIII. Trata-se de uma mutagéo
nao descrita no local de um sitio doador de splice.

Foram avaliados ainda 67 pacientes néo relacionados com diagndstico de
hemofilia A leve ou moderada para as quatro mutagées mais freqlentes
relacionadas a DVW tipo 2N. Em nenhum desses casos essas mutagdes estavam
presente, nem mesmo em heterozigose.

Em conclusado, na avaliagdo de oito casos nao relacionados com suspeita
de DVW tipo 2N, em apenas um caso esse diagnédstico foi confirmado. Em outro
caso do sexo feminino foi confirmado o diagnéstico de hemofilia A
grave/moderada. Ao contrario do que foi observado em outra populagéo brasileira
estuda, entre os pacientes diagnosticados com hemofilia A leve e moderada aqui
estudos, as quatro mutagdes mais freqlientes na regiao do sitio de ligagdo do FVIII
ao FVW estavam ausentes em todos os casos. O diagnéstico de certeza entre a
DVW tipo 2N e hemofilia A é de extrema importancia para o tratamento correto
desses casos e para o aconselhamento genético. A investigacdo molecular

continua sendo a melhor maneira para a diferenciagdo desses casos.
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ABSTRACT

The von Willebrand disease (VWD) is the most frequently hemorrhagic
disease. Among the different types of VWD, the type 2N VWD is characterized by
a markedly decreased affinity of von Willebrand factor (VWF) to factor VIII (FVIII).
As consequence, the clearance of FVIII is accelerated and these patients while
maintaining the concentration of VWF and its ability to normal platelet aggregation
have reduced plasma FVIIl. Frequently these cases are misdiagnosed as carriers
of hemophilia A (HA). In a recent Brazilian study, it was observed that about 10%
of cases of mild hemophilia A with no family history, it was actually type 2N VWD
(SIMON & ROISENBERG, 2004).

The molecular investigation is the best method to confirm the diagnosis of
type 2N VWD once the confirmatory test, VWF:FVIII binding assay (VWF:FVIIIB) it
is not reproducible.

This study aims investigate the molecular diagnosis of cases previously
diagnosed or with suspect of type 2N VWD, based on clinical and family history,
and laboratorial data. Furthermore, patients diagnosed with mild or moderate
hemophilia A, were investigated for the presence of the four most frequent
mutations related to type 2N VWD.

The study evaluated eight unrelated cases with suspect or diagnosis of type
2N VWD followed at Hemocentro UNICAMP (Campinas, SP) and Hemocentro do
Espirito Santo (Vitoria, ES). The eight cases were investigated for mutations in the
region that corresponds to the location of the binding site of FVIII to VWF, located

between exons 18 to 27 of the VWF gene. Only one case was conclusive, with the
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presence of the R816W mutation in the VWF gene. This mutation corresponds to
11% of type 2N VWD. The other seven cases were repeatedly investigated for
mutations in this region, including the sequencing of genomic DNA and the coding
region of exon 18 to 27 of the VWF gene and were not conclusive. These same
cases were investigated by sequencing of the FVIII gene to assess the presence of
mutations associated with hemophilia A. In one female case, it was possible to
determine the presence in homozigose of a mutation G265 +1 G>T, a donor
splicing region in the intron 3 of the FVIII gene. This mutation was not previously
described.

In addition, we evaluated 67 unrelated patients with diagnosis of mild or
moderate hemophilia A for the four most frequent mutations related to type 2N
VWD. None of these cases showed the presence of these mutations, even in
heterozygosis.

In conclusion, the evaluation of eight unrelated cases for type 2N VWD
showed that just one case this diagnosis was confirmed. Different to what was
observed in another Brazilian population studied, among mild and moderate
hemophilia A followed at the Hemocentro UNICAMP, the four mutations in the
binding site of FVIIl to VWF were absent in all the cases. The confirmatory
diagnosis between type 2N VWD and hemophilia A is extremely important for the
correct treatment and the appropriate genetic counselling. The molecular

investigation remains the best way to differentiate these cases.

XiX



l. Introducao

20



l. INTRODUCAO

1.1. Hemostasia

A hemostasia é responsavel em manter o sangue fluido sob condi¢oes
fisiolégicas, para responder rapidamente a lesdes nos vasos sanglineos,
formando um coagulo que impede a perda de sangue até que o tecido vascular se
regenere. Fazem parte desse processo: o endotélio vascular, as plaquetas, os
fatores de coagulacao plasmaticos e diversas estruturas vasculares subendoteliais
como colageno, fibronectina, laminina, cininogénio de alto peso molecular, fator de
von Willebrand e fator tecidual (BUTENAS & MANN, 2002).

A resposta do sistema hemostatico a lesGes vasculares inicia-se com a
formacao do trombo hemostatico, evento que envolve componentes do endotélio
vascular e plaquetas. Quando um vaso € lesado o endotélio libera o fator de von
Willebrand (FVW), que interage tanto com o colageno da parede vascular quanto
com a glicoproteina (GP) Ib-IX-V da membrana plaquetaria, fazendo uma ponte
que ancora as plaquetas no local da lesdo. Esse processo € denominado adesao
plaquetaria. Como a interacdo GP Ib-IX-V apresenta alta taxa de dissociacao a
camada inicial do trombo formada com a adesao é instavel (RUGGERI, 2003).

A adesado desencadeia a ativacdo plaquetaria, que é modulada por
agonistas e promove uma série de eventos citoplasmaticos. Um dos efeitos
desses eventos é a mudanga conformacional da GP llb-llla, que passa a ter
afinidade ao FVW. Isso fortalece a ligagdo entre as plaquetas e parede vascular,

estabilizando o trombo em formacdo. A agregacdo plaquetaria ocorre pela

interagcao da GP llb-llla ao FVW e principalmente ao fibrinogénio. Essas moléculas
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ligam-se aos complexos GP llb-llla de duas plaquetas, promovendo a formacgao de
uma rede plaquetéaria coesa (RUGGERI, 2003).

A hemostasia primaria compreende o conjunto destes dois mecanismos:
adesdo e agregacdo plaquetaria. Assim os principais elementos desta fase da
hemostasia sdo as plaquetas, os vasos e o FVW. Embora o fibrinogénio faca parte
da hemostasia primaria, € também uma das proteinas essenciais do sistema de
coagulacdo, sendo considerado um elemento, sobretudo, da hemostasia
secundaria ou cascata da coagulacao.

Simultaneamente aos processos presentes na hemostasia primaria, a leséo
vascular ativa o sistema de coagulacdo, que através de reagcbes em cadeia
envolvendo diversas proteases do plasma (fatores de coagulacéo) forma uma rede
de fibrina. Essa rede fortalece o trombo plaquetario para que ele resista até a
regeneracao do tecido lesado estar completa.

Para que a formacdo de fibrina ndo seja exacerbada, o que poderia
ocasionar problemas trombdticos, ha dois sistemas auxiliares, a anticoagulagéo
natural e a fibrindlise. Esses sistemas também ocorrem através da atividade de
uma série de proteinas plasmaticas levando a inibicdo direta de fatores pro-
coagulantes (anticoagulagcédo) ou através da degradacao direta da fibrina formada

(fibrindlise).

1.2. Fator de Von Willebrand
O FVW é uma glicoproteina plasmatica composta por diversos multimeros
de pesos moleculares distintos. Apds sua sintese, o FVW fica armazenado nos

corpusculos de Weibel-Palade das células endoteliais, sendo liberado apés a
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ativacao plaquetaria. As fungées do FVW sao basicamente: a) promover a adeséo
plaquetaria a matriz subendotelial exposta apos lesées endoteliais e b) formar um
complexo ao fator VIII (FVIII) da coagulagédo na circulagédo sanguinea, evitando a
protedlise do FVIII circulante.

O gene do FVW esta localizado no bragco curto do cromossomo 12,
corresponde a 178 kb do DNA gendmico e é constituido por 52 éxons, sendo o
éxon 28 o maior deles (com 1,4 kb) (GINSBURG et al., 1985, VERWELIJ et al.,
1985). Ele é transcrito em um RNA mensageiro (RNAm) de 8,7 kb, que resulta,
apés a traducdo, em uma proteina com 2813 aminodacidos, designada pré-pro-
fator de von Willebrand (pré-pr6-FVW). Essa proteina monomérica é composta por
um peptideo sinal de 22 aminoacidos, um propolipeptideo de 741 aminoacidos e
uma subunidade madura de 2050 aminoacidos, a qual contém uma seqiéncia de
dominios repetidos. Nesses dominios estdo localizadas as areas funcionais,
conforme ilustrado na figura 1 (KEENEY & CUMMING, 2001).

A dimerizac&o ocorre no reticulo endoplasmético e consiste na formacgao de
pontes dissulfeto entre residuos de cisteina da extremidade carbéxi-terminal dos
propolipeptideos. Ela sé é possivel apés a clivagem do peptideo sinal dos
mondémeros (pré-pré-fator de von Willebrand) e a glicosilacdo inicial dos
propolipeptideos (KEENEY & CUMMING, 2001).

A multimerizacao ocorre através da formacdo de ligacées nao-covalentes
entre os dimeros e posterior estabelecimento de pontes dissulfeto entre as
extremidades amino-terminal das subunidades maduras. Durante esse processo

os propolipeptideos sao clivados (KEENEY & CUMMING, 2001).
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Figura 1. Representacao do gene e estrutura do FVW humano. A) Gene do FVW. Gene

com 52 éxons esta localizado no cromossomo 12 (p13.3). B) Representagdo do RNAm do

FVW (8,7 Kb). C) Proteina FVW. As caixas marcadas com letras (D1 a C2) representam os

segmentos homologos repetidos e o dominio B pode ser subdividido em regides B1, B2 e

B3. A estrutura do pré-pr6-FVW completa com seus 2813 aminoacidos (aa), onde as setas

representam os sitios de clivagem do peptideo sinal e do pré-polipeptideo. Na subunidade

madura do FVW (com 2050aa), estdao representadas as localizacbes dos dominios

funcionais, com referéncia as moléculas ligantes de cada dominio e ao intervalo de
aminoacidos correspondente a cada um deles (adaptado de KEENEY & CUMMING, 2001).
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1.3. Doenca de von Willebrand

1.3.1. Histoérico sobre Doenca de von Willebrand

Em 1926, em Helsinski, Finlandia, Eric Adolf von Willebrand publicou pela
primeira vez sobre a doenca hemorragica que havia observado em varios
membros de uma unica familia de Floglo, no arquipélago das llhas Aland,
localizado no Golfo da Botnia, entre a Finlandia e a Suécia.(SHULMAN et al,.
1999). Nessa publicagdo, VON WILLEBRAND apud (SCHULMAN et al., 1999)
descreveu detalhes dos sintomas predominantes da doencga, que consistiam em:
epistaxe, sangramento gengival importante apds extracdo dentaria, sangramento
no trato genital feminino e em ferimentos que apareciam ainda na infancia (VON
WILLEBRAND, 1931) e (NILSON et al., 1957). Hemartroses comuns a hemofilia
eram relativamente raros, o tempo de sangramentos era prolongado, a contagem
das plaquetas e sua morfologia eram normais. Para controle de perda sanguinea e
hemorragias, era empregado o uso de transfusao sanguinea.

Foi considerada entdo uma doenga hereditaria autossémica, com
penetrancia variavel, ou recessiva, que afeta ambos os sexos, distinta da hemofilia
e dominada: Pseudo — Hemofilia Hereditaria (JURGERS, R. & FORSUIS, H. 1951)
apud (ZIMMERMAM, T. S. & RUGGERI, Z. M. 1987). O tempo de sangramento
prolongado foi considerado o sinal mais importante, acreditando-se que em
deficiéncia funcional de plaguetas, combinada com les6es sistémicas nas paredes
dos vasos sanguineos. Em 1950, através das novas metodologias para avaliar a

atividade do FVIIl, foi observado que a anormalidade hemostatica estava
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relacionada ao tempo de sangramento prolongado e diminuicdo da atividade
coagulante do FVIII (ALEXANDER, B. & GOLDSTEIN, R. 1953).

Em 1960, ficou estabelecido que a doenga de von Willebrand apresentava
as seguintes caracteristicas: (a) heranga genética autossémica dominante; (b)
sangramentos de mucosas; (c) tempo de sangramento prolongado; (d) atividade
do FVIIlI diminuida, com aumento secundario do FVIII apds infusdo de plasma
fresco congelado.

Iniciaram-se em 1970, estudos para isolar o FVW através da purificacao do
FVIII por cromatografia, sendo identificada uma grande macroglobulina (VAN
MOURIK, J. A. & MOCHTAR, I|. A. 1970), contra qual pesquisadores
desenvolveram anticorpos especificos (ZIMMERMAN et al., 1971). Estudos
imunolégicos com a proteina do FVW verificaram pacientes com niveis normais do
antigeno, que a proteina possuia mobilidade eletroforética acentuada e migrava
mais rapidamente em relagdo as proteinas (FVW) de individuos normais
(HOLMBERG, L. & NILSSON, I. M. 1992) (FURLAN et al,. 1996). Através dessas
observagbes, verificavam-se anormalidades na estrutura do FVW, distinguindo
alterac6es qualitativas e quantitativas.

Em 1989, toda estrutura do gene do FVW foi descrita (MANCUSO, et al,.
1991).

Em 1994, foi definida a classificagdo da DVW atualmente utilizada. Criada
com a intencao de refletir as diferengas nos mecanismos fisiopatolégicos que
levam aos varios fenétipos da DVW, essa classificagao foi aceita pelo Subcomité

da Sociedade Internacional de Hemostasia e Trombose (SADLER, 1994).
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1.3.2. Doenca de von Willebrand: epidemiologia e quadro clinico

A doenca de von Willebrand (DVW) é a mais comum dentre todas as
desordens hemorragicas hereditarias e ocorre em até 1 a cada 800 a 1.000
individuos, com uma prevaléncia estimada entre 1% e 3% (RODEGHIERO et al.,
1987; WERNER et al., 1993). Mas somente 10% desses individuos apresentam
doenca sintomatica.

A DVW é um disturbio hereditario causado pela alteracdo na concentracao,
estrutura ou funcdo do FVW. Entre os sintomas estdo manifestacdes
hemorragicas cutaneo-mucosas como: epistaxe, gengivorragia, equimoses,
sangramentos apds exodontias, menometrorragias e sangramentos associados a
procedimentos ou traumas. O quadro clinico associado a DVW ¢é bastante variavel
e depende das caracteristicas fenotipicas decorrentes da grande variabilidade
genética que envolve a doenga. Atualmente sdo descritas mais de 300 mutagdes
diferentes no gene do FVW e estdo reunidas em um banco de dados
(http://www.vwf.group.shef.ac.uk/).

Os pacientes com DVW apresentam um quadro clinico variavel em
intensidade e manifestagdo dos sintomas. Anteriormente foram descritos mais de
vinte subtipos de DVW. No entanto, Sadler em 1994, descreveu uma classificagdo
com seis subtipos (SADLER, 1994), recentemente revisada (SADLER et al.,
2006).

Segundo a classificagdo atualmente considerada (tabela 1), os tipos 1 e 3
caracterizam-se por reducdo da quantidade de fator de von Willebrand, sendo o

tipo 1 deficiéncia parcial, e o tipo 3 deficiéncia virtualmente completa do FVW. O
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tipo 2 consiste em defeitos funcionais da proteina, sendo subdividido em 2A, 2B,
2M e 2N.

Entre os casos de DVW com defeito qualitativo, ou seja, tipo 2, o subtipo
2A, com incidéncia de 10 a 15%, tem padrdo de transmissdo autossémico
dominante como regra e apresenta redugdo dos multimeros de alto peso
molecular. Os sintomas sao tendéncia hemorragica leve a moderada, causada por
deficiéncia na ligacdo do FVW ao complexo plaquetario GP Ib-IX-V.

O subtipo 2B é pouco comum (menos de 5% dos casos de DVW) e tem
padréo de heranga autossémico dominante na maioria dos casos. Caracteriza-se
pela maior afinidade do FVW a GP Ib-IX-V. Como consequiéncia ha a formacéo
espontanea de complexos entre plaquetas e FVW. Esses complexos sé&o
rapidamente depurados, o0 que causa plaguetopenia e redugdo acentuada dos
multimeros de alto peso molecular.

O subtipo 2M tem padrdo de heranga autossémico dominante. Apresenta
tendéncia hemorragica de intensidade variavel ocasionada pela ligacao deficiente
entre FVW e a GP Ib-1X-V, como no subtipo 2A, porém sem perda de multimeros.

O subtipo 2N é pouco comum e se assemelha a hemofilia A, por apresentar
reducédo na quantidade de fator VIII coagulante. Porém, seu padrdo de heranga é
autossémico recessivo, diferente do padrao da hemofilia, que € ligado ao sexo. A
tendéncia hemorragica apresenta intensidade variavel e ndo ha perda de
multimeros nem de afinidade entre o FVW e a GP Ib-IX-V, portanto a adeséao
plaquetaria é preservada. As mutagdes causadoras desse subtipo estdo
localizadas entre os éxons 18 a 27 do gene do FVW, o que correspondente ao

dominio D’ e parte do dominio D3 na proteina. Essa regido corresponde ao sitio
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de ligacao do FVIII no FVW (figura 1). Como essa interagdo esta comprometida, o

FVIII fica vulneravel a protedlise, acelerando assim seu clearance.

Tabela 1. Classificacdo da DVW conforme Sadler (1994) e revisada em 2006.

Classificagao Descricao
da DVW

Tipo 1 Deficiéncia quantitativa parcial do FVW.

Tipicamente heranca autossémica dominante, embora o diagndstico seja
complicado pela penetrancia reduzida e pela expressividade variavel.

Caracteriza-se por redugdo tanto na quantidade do FVW:Ag quanto do
FVIII. A distribuicdo de multimeros € normal.

Tioo 22 Deficiéncia qualitativa do FVW associada a auséncia dos multimeros de
P alto peso molecular e baixos niveis do FVW:Rcof quando comparados com
os niveis do FVW:Ag.

Geralmente autossd6mico dominante causado por mutagdes missense no
dominio A2 do FVW. O grupo 1 apresenta defeito no transporte intracelular
do FVW e o grupo 2 aumento na protedlise do FVW plasmatico.

Tioo 2B Defeito qualitativo do FVW geralmente associado a redu¢dao do nimero de
P multimeros de alto peso molecular.

Apresenta aglutinagdo plaquetaria induzida por Ristocetina (RIPA)
aumentada, embora os niveis do FVW:Rcof possam ser normais. Muitas
vezes cursa com plaquetopenia.

A heranca é autossémica dominante.

Tioo 2M Defeito qualitativo do FVW associado com defeitos especificos na
P interacao plaquetas/FVW. Padrdao normal de multimeros.

A herancga é autossémica dominante.

Tioo 2N Defeito qualitativo do FVW que reduz sua afinidade de ligagdo ao FVIII,
P causando redugéo do mesmo na circulagao.

A heranca é autossémica recessiva.

Tioo 3 Desordem quantitativa clinicamente severa caracterizada por reducao
P marcante do FVW plaquetario e plasmatico (menos de 5U/dL). Atividade
do FVIII reduzida.

A heranca geralmente é autossdémica recessiva, mas também pode ser
uma manifestacao de herangca homozigota ou heterozigota composta do
tipo 1 da DVW.

FVW:Ag: antigeno do fator de von Willebrand; FVW:Rcof: atividade cofatora da

ristocetina; RIPA: aglutinagao plaquetaria induzida por ristocetina.
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1.3.3. Doenca de von Willebrand tipo 2N

A DVW tipo 2N era anteriormente reconhecida como “mutantes no sitio de
ligacao ao FVIII” ou DVW Normandy (motivo pelo qual recebeu a designagao de
2N).

Laboratorialmente é caracterizada por apresentar niveis normais do
antigeno de von Willebrand (FVW:Ag) e da atividade cofatora da ristocetina
(FVW:RCof), além de apresentar estrutura multimérica normal do FVW, mas
apenas com niveis reduzidos do FVIII, observado pela diminuicdo da atividade
coagulante do fator VIII (FVIII:C) (FEDERICI, 2006). Embora alguns casos
apresentem niveis bastante reduzidos do FVIII (FVIII:C 1-2%), ndo se observam
niveis inferiores a 1% e de fato a maioria dos pacientes mantém niveis de FVIII:C
entre 5-40% (MAZURIER et al., 2001). Por este motivo, comumente esses
pacientes sdo erroneamente classificados como portadores de hemofilia A
moderada ou leve, sendo a distingdo maior entre ambas as doencgas seu tipo de
transmissdo genética, como anteriormente mencionado. Em casos onde a
diferenca de transmissdo genética ndo esta evidente, muitas vezes o diagnostico
laboratorial de certeza disponivel sera o teste in vitro para avaliar a capacidade de
ligacdo entre o FVW plasmatico e o FVIII exdgeno, ou ensaio de ligagcao ao FVIII
(NISHINO et al., 1989). No entanto, esse teste apresenta algumas limitagées na
sua reprodutividade e de fato, o diagnéstico confirmatério é obtido apenas apés a
determinacao molecular das mutag¢des envolvidas.

O quadro clinico estéa relacionado a hemorragias decorrentes de traumas e
procedimentos, sendo relatado com certa freqiiéncia hemorragia pés-parto (o que

nao é comumente visto em todos os subtipos de DVW) (MAZURIER et al., 2001).

30



O tratamento principal se baseia na reposicdo do FVIII com concentrados que
contenham FVW. Outras opgdes terapéuticas apresentam boa resposta como a
desmopressina (DDAVP), também utilizados em outros subtipos de DVW, além de

medidas paliativas como o uso de antifibrinoliticos.

1.3.3.1. Mutacgoées relacionadas a DVW tipo 2N

A primeira mutagéo relacionada a DVW 2N identificada foi uma mutagéo
missense com a troca de uma treonina na posicao 791 do pré-pr6-FVW por uma
metionina (T791M) em 1991, em um paciente com antecedente de
consanguinidade, originario da Normandia (GAUCHER et al, 1991). O relato dessa
mutacao foi extremamente importante para a determinacéo do local de ligagéo do
FVIIl ao FVW, assim como para os estudos de fungéo da proteina.

Desde entdo, varias mutacdes foram descritas e a maioria delas séo do tipo
missense localizadas entre os éxons 18 e 20 do gene do FVW, o que corresponde
ao dominio D’ (aminoacidos 769-865) do FVW (http://www.vwf.group.shef.ac.uk/).
De fato, trés mutacdes nessa regidao: T791M; R816W e R854Q correspondem a
mais de 50% dos casos identificados (tabela 2). No entanto, recentemente foi
identificada uma mutacédo no éxon 25 do gene do FVW, resultante da troca de
uma lisina por um acido glutamico na posi¢cao 1078 (E1078K), em heterozigose

com a mutacao ja descrita R854Q (HILBERT et al., 2004).
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Tabela 2. Mutacdes identificadas relacionadas a DVW tipo 2N

DVW tipo 2N

Total 54 mutagdes

Dados gerais: <éxon: 18-25 do gene FVW (cédons: 782-1078)
edominios: D’ e D3

Mutacbes mais comuns:

Toca de aminoacido Numero de referéncias % do total de mutacdes
T791M 5 9.2
R816W 6 11.1
R854Q 12 22.2

Total 42.5

1.3.3.2. Diagnostico diferencial entre DVW tipo 2N e hemofilia A

Entre os casos definidos como portadores de DVW tipo 2N é comum
observar historia de diagndstico prévio de hemofiia A. De fato, como
consequéncia muitos desses casos apresentam complicagdes relacionadas ao
tratamento inadequado, além de grave equivoco para o aconselhamento genético
dessas familias.

Recentemente, foi relatado por Simon e Roisenberg (SIMON &
ROISENBERG, 2004) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
RS, quatro novos casos de DVW 2N entre 42 hemofilicos leves sem antecedente
familiar para hemofilia e dois casos novos entre seis mulheres em investigacédo de
histéria hemorragica. Nesse estudo foram investigadas exclusivamente as quatro
mutagbes mais freqlentes relacionadas com DVW 2N (E787K, R816W, R854Q e
H817Q). Apenas nos casos que apresentaram essas mutagcées em heterozigose
foi realizado o sequienciamento dos éxons 18, 19 e 20 do gene FVW, sendo a
avaliacdo conclusiva em apenas um dos casos. E possivel que outras mutagdes

ndo avaliadas possam estar envolvidas.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo apresenta como objetivos:

1. Caracterizar a mutacdo presente entre 0s casos acompanhados no
Hemocentro da UNICAMP e no Hemocentro do Espirito Santo (HEMOES)
com diagnéstico ou suspeita de DVW tipo 2N.

2. Avaliar o diagndéstico diferencial de DVW tipo 2N entre os pacientes
previamente diagnosticados como hemofilicos A moderados (FVIII:C 1 a 5
Ul/dL) ou leves (FVIII:C 6 a 40 Ul/dL) acompanhados no Hemocentro da
UNICAMP.

3. Implementar o teste de ligacdo do FVIIl ao FVW (FVW:FVIIIB) no laboratério

de pesquisa molecular em hemostasia.
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3. JUSTIFICATIVA

A DVW é a doenca hemorragica hereditaria mais comum. Dentre os
subtipos relacionados a DVW, o tipo 2N apresenta exclusivamente diminuicao da
afinidade do FVW ao FVIIl. Comumente esses casos sao diagnosticados
erroneamente como portadores de hemofilia A. Além da avaliagdo molecular
desses casos, ndo ha nenhum outro teste laboratorial de facil reprodutividade que
confirme esse diagnostico. O diagnéstico de certeza entre a DVW tipo 2N e
hemofilia A é de extrema importancia para o tratamento correto desses casos e
para o aconselhamento genético.

Esse estudo tem como objetivos implantar as técnicas para que possibilitem
fazer a pesquisa molecular dos casos diagnosticados previamente como
portadores de DVW baseados na histéria clinica, familiar e dados laboratoriais.
Isso possibilitara que essa pesquisa seja realizada rotineiramente para os demais
casos que no futuro apresentem implicacées desse diagndstico.

A pesquisa das mutacdes associadas a DVW entre casos de hemofilia A
moderada e leve contribuira para avaliar possiveis casos erroneamente
diagnosticados, como anteriormente observado no estudo brasileiro de Simon e

Roisenberg (SIMON & ROISENBERG, 2004).
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4. CASUISTICA

Foram convidados a participar deste estudo, pacientes acompanhados no
ambulatério de Hemostasia da UNICAMP (Campinas, SP) e no Hemocentro do
Espirito Santo, HEMOES (Vitéria, ES), com diagnéstico de DVW tipo 2N (objetivo
1) ou hemofilia A moderada ou leve (objetivo 2).

Foi realizado um levantamento do historico clinico e laboratorial de todos os
casos incluidos nesse estudo.

Para o diagnoéstico de DVW 2N espera-se encontrar 0s seguintes
parametros:

a) Histéria hemorragica crbnica, sobretudo associada a traumas ou
procedimentos;

b) Presenca ou ndo de antecedente familiar para histéria hemorragica, podendo
incluir homens e mulheres. Possibilidade da presenca de antecedente de
consangtinidade (heranca autossémica recessiva);

c) Laboratorialmente:

e Reducao da FVIII:C (atividade coagulante do FVIIl), levando na maioria das
vezes a aumento do tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa),
embora em alguns casos quando a reducao do FVIII:C nao for significativa,
o TTPa pode estar normal,;

e Testes quantitativos e funcionais relacionados ao FVW normais: antigeno
do FVW (FVW:Aq); atividade cofatora da ristocetina (FVW:Rcof); agregacao

plaquetaria induzida pela ristocetina (ristocetin-induced platelet aggregation
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-RIPA); ligacdo do colageno ao FVW (FVW:CBA); Ivy teste (tempo de
sangramento pelo método de Ivy).

d) Auséncia de outras alteragdes entre os testes relacionados para investigacao

hemorragica sem outra causa relacionada: quantificagdo de plaquetas;

agregacao plaquetéaria; dosagem demais testes da coagulagéo.

Na segunda fase desse estudo, foram convidados a participar os casos de
hemofilia A moderada (FVIII:C 1 a 5 Ul/dL) ou leve (FVIII:C 6 a 40 Ul/dL). Esses
casos foram avaliados segundo critérios clinicos, incluindo antecedentes
familiares, para avaliar a presenca de critérios maiores que justifiguem a
possibilidade do diagndstico de DVW 2N. Foram considerados critérios maiores, a
presenca de qualquer uma das seguintes alternativas:

a) antecedente familiar hemorragico ndo compativel com heranca ligada ao
cromossomo X: histéria hemorragica entre mulheres aparentadas;
antecedente hemorragico entre parentes de origem paterna;

b) antecedente de consangulinidade;

c) qualquer outro dado clinico ou laboratorial ndo compativel com o diagndstico

de hemofilia que possa ser associado a DVW 2N.
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5. METODOLOGIA

5.1. Teste de ligacao do FVW ao FVIII (FVW:FVIIIB)

O diagnostico laboratorial para confirmagdo da DVW 2N é feito através do
teste de ligagdo do FVW ao FVIII. Este teste € realizado através do método de
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), descrito em 1998 por Casonato
(CASONATO et al., 1998) e modificado por Taylor em 2002 (TAYLOR et al.,
2002). Este teste de ELISA foi desenhado para mensurar a atividade de ligagéo do
FVW ao FVIII (FVW:FVIIIB), considerando-se a concentracdo de FVW:Ag,
avaliada em paralelo. O método foi desenvolvido in house sendo um procedimento

realizado no periodo de trés dias.

5.1.1. Preparacao da placa com anticorpo de captura (12 dia).

Duas microplacas foram inicialmente preparadas, a placa A para avaliagao
FVW:FVIIIB e a placa B para a quantificagdo do FVW:Ag. A parede das duas
microplacas foram revestidas com um anticorpo de coelho anti-FVW humano
(Dako®, Copenhague, Dinamarca), (100 uL por poco de 5ug/mL em 0,05 M de
tampao carbonato de sdédio, pH 9,6). As placas foram incubadas overnight a 4°C.

Como controle para avaliar a atividade do FVIII exdgeno, foi prepara uma
terceira placa, placa C. A mesma foi revestida com 2ug/mL de anticorpo de coelho
anti-FVIII humano (Kordia®, Leiden, Holanda) diluido em 0,05 M de tamp&o
carbonato de sodio, pH 9,6, em volume final de 100 uL. Essa terceira placa foi

incubada overnight a 4°C.
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5.1.2. Imobilizacao do FVW:Ag e do FVIIl exdgeno (22 dia).

As trés placas foram lavadas trés vezes com tampao de lavagem contendo
uma solugcdo de 3% de albumina bovina em 0,01 M de tamp&o fosfato-salina
(PBS: 0,137 M de NaCl, 2,68 mM de KCI, 6,8 mM de Na;HPO4 70,74 mM de

KH2PO4) pH 8,0 e 0,5% de Tween 20 (Sigma-USA).

5.1.2.1. Imobilizagao do FVW:Ag

Um calibrador comercial, Standard Human Plasma® (Siemens, Marburg,
Alemanha) de concentracdo conhecida foi utilizado para a construgao da curva de
calibracao da placa A, para a ligagdo FVW:FVIIIB e da placa B, para concentragao
do FVW: Ag. Foram realizadas diluicées seriadas do calibrador, sendo a diluicdo
inicial de 5,0 Ul/dL até a diluicdo final de 0,016 U/IdL (1/20 a 1/640). Para a
avaliagdo dos pacientes e controles foram utilizadas trés diluicées diferentes do
FVW:Ag da amostra previamente testada em um teste de ELISA independente. As
concentragdes do FVW:Ag utilizadas para cada amostras foram de 5,0 Ul/dL; 2,5

uUl/dL e 1,25 Ul/dL. As amostras foram preparadas para utilizacdo de 100 pL por

pOGo.

5.1.2.2. Imobilizagdo do FVIII exdgeno
Para controle de FVIII exbégeno recombinante foi preparada a placa C,
previamente revestida com anticorpo anti-FVIIl. Foram realizadas seis diluicées

seriadas do concentrado de FVIII recombinante (rFVIIl), ReFacto® (Wyeth,
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Filadélfia, PA, EUA).(3,125 Ul/mL a 0, 098 Ul/mL) em tampé&o diluente (3% de
albumina bovina em PBS pH 8,0; 0,5% de Tween 20 e 10 mM CaCl,, pH 8,0),

sendo adicionado 100 pL por poco referente a cada dilui¢ao.

5.1.3. Remocao do FVIIl endégeno e substituicao pelo FVIIl exégeno (32 dia).
5.1.3.1. Remocgé&o do FVIII endégeno

As trés placas foram lavadas trés vezes com tampéao de lavagem. As placas
A e B foram incubadas por uma hora com um tampao de remocédo do FVIII
enddgeno (3% de albumina bovina em 0,01 M de tampéo fosfato-salina, pH 8,0;
0,5 % de Tween 20 e 350 mM de CaCly), este processo foi repetido apds uma

hora. A placa C permanece apenas com o tampao de lavagem.

5.1.3.2. Substituicdo pelo FVIII exdgeno

As trés placas foram lavadas com tampéao de lavagem por trés vezes. Foi
adicionada a placa A 100uL por poco de 1,25 Ul/mL do rFVIIl ReFacto®, diluido
em tampao de diluicdo do FVIII (3% de albumina bovina em 0,01 M de tampéo
fosfato-salina, pH 8,0; 0,5 % de Tween 20 e 10 mM de CaCly). Nas placas B e C

foram adicionados 100 pL por poco de tampao de lavagem. Todas as placas foram

incubadas a 37°C por duas horas.

5.1.4. Deteccao do FVW:Ag e FVIII (32 dia).

As trés placas foram lavadas trés vezes. Foram adicionados a placa A

(FVW:FVIIIB) e a placa C (controle rFVIII) 100 uL por pogo de 1,66 pug/mL do
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anticorpo de coelho anti-FVIII humano conjugado com peroxidase (Kordia®,
Leiden, Holanda).

Foi adicionado a placa B (FVW:Ag) 100 uL por poco de 10 pg/mL de
anticorpo de coelho anti-FVW humano conjugado com peroxidade (Dako®,
Copenhague, Dinamarca), diluido em tampao diluente Tris salino.

As trés placas foram incubadas por uma hora a 25°C. Apés as placas foram
lavadas por trés vezes.

Em seguida foi realizado o processo de revelacao das trés placas com a
adicéo de 100 pL por poco de substrato cromogénico OPD (ortofenilenodiamina,
Sigma, USA). A coloragéo foi desenvolvida em cinco minutos para as placas Ae C
e 15 minutos para a placa B. A reagao foi neutralizada com 50 uL de 3 M de

H.SO, A absorbancia foi mensurada em 450 nm, utilizando-se um leitor de

ELISA.

5.2. Analise Molecular

Para avaliacdo do diagnéstico molecular dos casos com suspeita clinica e

laboratorial de DVW 2N foi adotada a estratégia descrita na figura 2.
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Figura 2. Estratégia para investigacdo molecular dos casos com suspeita
clinica e laboratorial de DVW tipo 2N. Os casos suspeitos foram inicialmente
investigados para as quatro mutagdes mais freqientes associadas a DVW tipo 2N.
Os casos que apresentaram alteracdes foram concluidos (+) € a mutacdo foi
confirmada pelo seqlienciamento da regido. Para os casos negativos para essas
mutacdes, amostras de DNA genbmico (gDNA) foram utilizadas para o
sequenciamento da regidao entre os éxons 18-27 (dominios D’ e D3 da proteina do
FVW, sitio de ligacdo do FVIIl ao FVW) do gene do FVW. Os casos onde foi
encontrada mutacao nessa regidao foram concluidos (+). Os casos negativos foram
analisados através do sequenciamento dos éxons 16-28 do gene do FVW utilizando
o DNA codificante (cDNA), sintetizados a partir do RNA mensageiro (RNAm)
extraido das plaquetas. Os casos que permaneceram sem conclusdo foram
investigados através do seqlienciamento do gDNA do gene do FVIII, a fim de avaliar
a presenca de mutacao associada a hemofilia A.

5.2.1. Extracao do DNA genémico

A extracédo do DNA gendmico foi realizada a partir do pool leucocitario, pelo
método rotineiramente utilizado em nosso laboratério fenol/cloroférmio (DAVIS et

al., 1986).
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Apbés a assinatura do termo de consentimento pelo paciente ou
responsavel, foi solicitada a coleta de amostras de 9 mL de sangue periférico
contendo solucédo de 10% de EDTA (sal dissodico do acido etilenodinitritetracético)

para a extracdo do DNA.

5.2.2. Avaliacao das quatro mutacées no gene do FVW mais frequientes entre

os casos de DVW tipo 2N

Todos os casos incluidos nesse estudo foram analisados inicialmente para a
presenca das quatro mutacées do gene do FVW relacionadas ao diagnédstico de
DVW 2N mais frequentes: E787K, R816W, R854Q e H817Q. Essas quatro mutacdes
sao do tipo missense. A troca dos aminoacidos envolvidos nas quatro alteracdes

pode ser reconhecida por enzimas de restricdo, conforme descrito na tabela 3.

A mutacdo E787K no éxon 18 do gene do FVW é detectada pela enzima de
restricdo Taql. As mutacées no éxon 19 do gene do FVW, R816W e H817Q, séo
detectadas através das enzimas de restricao Mspl e Nlalll, respectivamente. A
mutacdo R854Q, no éxon 20 do gene do FVW ¢é reconhecida através da digestéao

com a enzima Mspl.

As regides génicas dos éxons correspondentes a cada mutacdo foram
amplificadas a partir de amostras do DNA gendmico pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) (SAIKI et al., 1988), utilizando-se os oligonucleotideos sintéticos

descritos na tabela 4.
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Tabela 3. Descricdo das quatro mutagdes do gene do FVW relacionadas a DVW 2N

mais frequientes.

Mutacao* Posicdo e troca Posicdo no FVW forma madura Enzima de restricdo
E787K 2359 G — A éxon 18 Glu 24 Lys Taql
R816W 2446 C — T éxon 19 Arg 53 Trp Mspl
H817Q 2451 T — A éxon 19 His 54 Gin Nlalll
R854Q 2561 G — A éxon 20 Arg 91 Gin Mspl

E — &cido glutamico (Glu); K - lisina (Lys); R - arginina (Arg); W - triptofano (Trp); H - histidina
(His); Q - glutamina (GIn).

* A descricdo das mutacdes utilizada refere-se a nova nomenclatura atualmente
recomendada, utilizando coédigo de letras para os amino acidos e posigao no pré-pro-FVW.

5.2.3. Avaliacao das sequéncias nucleotideas dos éxons 18 a 27 do gene do
FVW.

Apds a avaliacdo da presenca das quatro mutacdes mais freqiientes
relacionadas a DVW 2N, os casos que nao foram conclusivos (negativos para as
mutacdes investigadas, ou presenca em heterozigose para apenas uma delas),
foram submetidos a uma ampla investigacdo de outras possiveis mutacoes.
Embora o sitio de ligagcdo do FVIII esteja localizado entre os éxons 18 a 25 do
gene do FVW, nossa investigacao incluiu o seqiienciamento dos éxons 18 a 27.

A avaliacao dos éxons 18 a 27 do gene do FVW foi realizada através do
método de seqlienciamento automatico direto das regides amplificadas do DNA
genbmico, utilizando os oligonucleotideos sintéticos (primers) descritos na tabela 4
(KAKELA et al., 2005).

O método utilizado para a realizacao do seqlienciamento € o mesmo ja

utilizado em nosso laboratério. Apés a amplificacao das regides especificas do
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DNA pela técnica de PCR, o produto final foi purificado, utilizando-se o kit GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences, Inglaterra). O
produto purificado foi quantificado em gel de agarose com marcador de
quantificacdo (Low DNA Mass Ladder; Invitrogen, EUA). Em seguida foi realizada
a reacao de sequenciamento, utilizando o Dyenamic ET Dye Terminator Kit
(Amersham Biosciences, Inglaterra), de acordo com instrugdes do fabricante, para
posterior eletroforese em sequenciador automatico (MegaBACE DNA Analysis

System®, Amersham Biosciences) e analise das sequéncias.

5.2.4. Andlise do DNA codificante (cDNA) da regiao do gene do FVW

correspondente aos dominios D’ e D3.

A avaliacdo molecular dos casos suspeitos de DVW 2N, consistiu também do
sequenciamento do DNA codificante (cDNA) da regido do gene do FVW
correspondente aos dominios D’ e D3. Essa anadlise foi incluida para avaliar
presenca de possiveis regido de splice que pudessem estar relacionados a DVW
2N. Para essa avaliagcdo o cDNA foi sintetizado a partir do RNA mensageiro (RNAm)

extraido das plaquetas dos casos em investigacao.
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Tabela 4. Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados na analise dos éxons 18 a

27 do gene do FVW.

Oligonucleotideos Produto

VW18F  5’- gcggcccgcecgeccecgecggtaaaacgacggecagtggaccaaaggacagtgtggaagg -3° 378 pb
VW18R 5’- gcecegececcgecgeccggecaggaaacagctatgaccacagecccctcactcateec -3

VW19F  5’- ggccecgecgeccccgcecggtaaaacgacggecagtgaggagggctttagatcagtecactg -3’ 292 pb
VW19R  5’- gcecgeccecgecgecccaggaaacagctatgaccgeaccctcactccaccegeag-3'

VW20F  5’- gcggceccgecgeccccgecggtaaaacgacggcecagtcctcaaacccaaggtgeccaac -3° 314 pb
VW20R  5- gcecgeccccgecgeccggecaggaaacagctatgaccacccctectagaaagaaacage -3’

VW21F  5- gcccecgecggtaaaacgacggcecagtgagecagtggggataatggt -3’ 287 pb
VW21R  5'- gcccgecccccaggaaacagctatgacctggcagaagcacaaageggg -3’

VW22F  5'- gcececgecggtaaaacgacggcecagtgaagacagatgggeaggtgt -3° 350 pb
VW22R  5'- gcecgeccecgecgeccaggaaacagcetatgaccacactccaaaggecaagtee -3°

VW23F  5'- gcgtccecggtaaaacgacggcecagtcctgagecggagagceatgcet -3’ 310 pb
VW23R  5- gcecgeccccgecgecaggaaacagcetatgaccattccaggaagceaagcetceta -3’

VW24F  5- gcccccgecggtaaaacgacggecagtgtceectetgteeccattgte -3° 445 pb
VW24R  5’- gcccgecccccaggaaacagctatgaccgecagatcatgtcaagacacg -3’

VW25F  5’- gcggceccgecgeccecgecggtaaaacgacggcecagtcagactaagagecagagttc -3’ 330 pb
VW25R  5'- gcecgeccecgecgeccggecaggaaacagctatgaccgceatetgagaacatgaggge -3

VW26F  5'- gcggceecgecgeccccgecggtaaaacgacggecagtcaacattatctccagatgge -3 374 pb
VW26R  5'- gceegecceccgecgeccgcaggaaacagctatgaccectatcccatcccaccagect -3°

VW27F  5’- ggccegecgeccecgecggtaaaacgacggcecagtgttaaaaatgaggcttecte -3’ 312 pb

VW27R 5’ gccecgecceccgecgeccgcaggaaacagctatgaccgattcatcacttcaaacaac --3°

pb: pares de base.
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5.2.4.1. Extracdo de RNA mensageiro (RNAm) de plaquetas.

Para a obtencdo do RNAm foram coletas amostras de 20 mL de sangue
total periférico, em citrato de sodio 3,2%, na diluicdo 1:10. Essas amostras foram
inicialmente centrifugadas a 150 x g por 20 minutos e coletou-se o sobrenadante
ou plasma rico em plaquetas (PRP). O PRP foi centrifugado a 2000 x g por 15
minutos, o sobrenadante foi descartado. Foi adicionado ao pellet obtido 750uL de
TRizol® Reagent (Invitrogen, Grand Island, NY, EUA). A solucdo foi incubada a
temperatura ambiente por 5 minutos e foi adicionado 200uL de cloroférmio e
posterior agitacao vigorosa por 15 segundos utilizando-se um vértex. O material foi
transferido para um tubo de polipropileno de 1,5 mL, e centrifugado a 20.000 x g
por 15 minutos em uma temperatura de 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o
pellet foi transferido para um novo tudo de 1,5 mL. Foi adicionado 500 pL de

isopropanol e incubado durante a noite a -80°C para precipitacdo do RNA.

Na etapa seguinte, a solucéo foi centrifugada a 20.000 x g por 15 minutos a
4°C. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado ao pellet 500 yL de etanol
75%, seguido de homogeneinizacdo (vortex) por 15 minutos. Apos a amostra foi
centrifugada a 15.000 x g por 15 minutos. O etanol foi removido por evaporagéo,
sendo o pellet colocado em um banho seco a temperatura de 65° C. Em seguida o
pellet foi ressuspenso em 20uL de agua tratada com RNAse Free. O RNA obtido
foi quantificado por espectrofotometria utilizando-se o aparelho NanoDrop ND-

1000 (Thermo Scientific).
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5.2.4.2. Sintese do cDNA da regido do gene do FVW correspondente aos dominios

D’e D3.

A sintese de cDNA foi realizada utilizando o kit SuperScript® Il First Strand
Synthesis SuperMix (Invitrogen,San Diego, Estados Unidos). Foram seguidas as

recomendagdes de acordo com o fabricante. Resumidamente, foram transferidas

5 ug do RNAm total em um tubo de polipropileno de 0,2 mL. Adicionou-se 2 pL de
50 puM do Oligo(dT)20, 1ul de tampdo de anelamento, e o volume final foi
completado com agua Mili-Q tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) RNAse free
para 8 pL. A amostra foi incubada em um termociclador a 65° por 5 minutos,
imediatamente apo6s o tubo contendo a solugao foi colocada em gelo por 1 minuto.
Adicionou-se 10 uL do reagente 2x First Strand Reaction, além de 2 uL da enzima
Super Script 1lI® e 2 uL RNAseOUT. Adicionou-se o oligonucleotideo especifico
(tabela 5) e iniciada a reacao em termociclador, sendo um ciclo de 50 minutos a
50°C, seguido de um ciclo de 5 minutos a 25°C e apés 50 minutos a 50 °C. Apés a
sintese do cDNA, a enzima Super Script lI® foi denaturada a 85°C por 5 minutos

e a amostra foi estocada a -20 °C, até ser realizada a reac¢do de seqlienciamento.

5.2.4.3. Seqlienciamento do cDNA da regido do gene do FVW correspondente aos

dominios D’ e D3.

Para o sequenciamento do cDNA da regido correspondente ao sitio de
ligacdo do FVIII ao FVW, foram utilizados oligonucleotideos que reconhecem

regides entre os éxons 16 a 28 do gene do FVW (tabela 5). A técnica utilizada
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para o seqglenciamento automatico dessa regido foi a mesma que anteriormente

descrita.

Tabela 5. SeqUéncia dos oligonucleotideos utilizados na analise do cDNA

da regido correspondente aos éxons 16 a 28 do gene do FVW.

Exon Oligonucleotideos Produto
16 a 21 CAGTGCCCCTGTTACTATG 5’ 704 pb
CTCCCGTCAAACAGCTCAAT 3

20a28 CCTTCGACGGGCTCAAATAC 5’ 1903 pb

TCCGATCCTAGGACGAA 3’

5.2.5. Analise do molecular do gene do FVIIl (F8) nos casos inconclusivos para

mutacao associada a DVW tipo 2N.

Os casos suspeitos para DVW tipo 2N, nos quais ndao foram encontradas
mutagdes na regido correspondente aos dominios D’ e D3 do gene do FVW, foi
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