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Uma complicacao decorrente do tratamento da hemofilia é a formacéao de
anticorpos neutralizadores da atividade coagulante do fator VIl ou IX (inibidores).
Diversos fatores estédo relacionados com o desenvolvimento desses inibidores em
individuos com hemofilia, incluindo fatores genéticos e ambientais. Entre os
fatores genéticos, a mutacao associada ao diagnéstico da hemofilia € um fator de
risco bem documentado. Recentemente foi observada a maior ocorréncia de
inibidores em individuos da etnia negra. O objetivo deste trabalho foi analisar os
aspectos genéticos e nao genéticos envolvidos no desenvolvimento de inibidores.

Foram incluidos nesse estudo 411 pacientes hemofilicos, sendo 321 com
hemofilia A (HA) (238 familias) e 99 com hemofilia B (HB) (59 familias). A
presenca de inibidores foi constatada apenas entre os pacientes HA graves. Do
total de 220 HA graves desse estudo, 46 (20,9%) apresentaram inibidor detectado
em pelo menos uma ocasidao apdés sua inclusdo no estudo. Mutagdes
consideradas de alto-risco para o desenvolvimento de inibidores foram
identificadas em 125/220 pacientes HA graves (58,8%), e 33 deles
desenvolveram inibidores (26,4%). Considerando o grupo étnico de acordo com
tracos fisicos e ancestralidade, 38% dos pacientes HA graves foram classificados
como negros. A incidéncia de inibidores foi maior nesse grupo de pacientes (31%
do total de pacientes HA graves classificados como negros) quando comparada
aos pacientes caucasoides (20% do total de pacientes HA graves classificados
como caucaséides). Recentemente, foi observado que a maior incidéncia de
inibidores em uma populagcdo norte-americana de pacientes com HA, estava
relacionada com a presenca de determinados hapl6tipos no gene do fator VIII.
Esta observacao poderia ser explicada pelo fato dos as proteinas expressas pelos
haplétipos que aparecem exclusivamente entre a populacdo negra (denominados
H3 e H4), estarem ausentes nos concentrados de fator VIII recombinantes
utilizados rotineiramente no tratamento desses pacientes. Em nossa anadlise a
presenca desses haplétipos nao esta relacionada com a maior freqiéncia de
inibidor na populacdo negra desse estudo. Além disso, a distribuicdo dos
diferentes haplétipos do gene do fator VIII, classificados de H1 a H6, foi distinta
entre todos o0s grupos étnicos brasileiros e norte-americanos. Essa observacao
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pode ser explicada pela origem distinta entre os negros que imigraram da Africa
para o Brasil e para a América do Norte, assim como o alto indice de
miscigenacao de nossa populagao.

Em outra fase desse estudo, foi realizada a analise comparativa da
expressao génica a partir de amostras de RNA mensageiro (RNAm) extraidas em
pool leucocitario de pacientes com HA grave, com ou sem a presenca de
inibidores. Na avaliacdo que incluiu numa primeira analise pacientes de uma
mesma familia discordante para a presenca de inibidor e, em uma segunda fase,
individuos nao relacionados, foram observados 50 genes mais expressos e 16
genes menos expressos em pacientes com inibidor em comparagdo aos sem
inibidor. Dentre esses genes foram selecionados dez, levando-se em conta sua
participagdo na resposta imune ou sua correlagdo prévia com o desenvolvimento
de inibidores em outros estudos. Pela técnica de PCR em tempo real, observou-
se que os genes da interleucina 8 (IL-8) e da cistatina F (CST7) demonstraram ser
mais expressos em pacientes com inibidor, enquanto que o gene da interleucina
10 (IL-10) foi menos expresso nesse grupo de pacientes. Dessa forma, nossos
resultados fortalecem a idéia de que o mecanismo de desenvolvimento de
inibidores em hemofilia € complexo e ainda nao totalmente esclarecido e que
existe um grande envolvimento de diversos genes relacionados com sistema
imune na formacgéo desses inibidores.

O estudo em diferentes populagcbes € uma importante etapa para o
entendimento dos fatores de risco para o desenvolvimento de inibidores. Esse foi
o primeiro trabalho realizado no Brasil incluindo pacientes de diversas regides e
analisando simultaneamente diferentes fatores e seu envolvimento com o
desenvolvimento de inibidores. A determinacao desses fatores de risco ajudara no
futuro a determinar um tratamento diferenciado para o controle e sobretudo
prevencao do desenvolvimento de inibidores.
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The most serious complication of the treatment of hemophilia is the
development of neutralizing antibodies to coagulation activity of factor VIII or IX
(inhibitors). Several risk factors are related to the development of these inhibitors
in patients with hemophilia, including genetic and environmental factors. Among
genetic factors, the mutation associated with the diagnosis of hemophilia is a risk
factor well documented. Recently, it was observed a higher incidence of inhibitors
in African ancestry patients. The aim of this study was to analyze the genetic and
non-genetic factors involved in the development of inhibitors.

The study included 411 hemophilia patients, of which 321 with hemophilia A
(HA) and 99 with hemophilia B (HB), belonging to a total of 238 and 59 families,
respectively. The inhibitors were observed only in severe HA patients. From the
220 severe HA, 46 (20.9%) had inhibitor. The high risk mutation for the
development of inhibitors were identified in 125 / 220 (58.8 %) severe HA patients,
and 33 (26.4 %) of them developed inhibitors. Considering the ethnic group
according to physical traits and ancestry, 38 % of severe HA patients were
classified as black. The incidence of inhibitors is higher in this group of patients
(31%) when compared to Caucasian patients (20%). The higher risk of inhibitor
among African-Brazilians, could not be explained by the presence of the distinct
factor VIII haplotypes, such as H3 and H4, as suggested in previous study. In fact,
the prevalence rates of these haplotypes were distinct between Brazilians and
North Americans, probably due to the fact that migrations of blacks to Brazil and to
North America were originated from different geographic areas of Africa.

In another phase of this study, we performed a comparative analysis of
gene expression in samples of messenger RNA (mRNA) extracted from
leukocytes of inhibitor and non-inhibitor patients with severe HA was performed.
The evaluation consisted of an initial analysis of severe HA patients siblings, or
from the same family, discordant for inhibitor development and in a second phase
a group of unrelated individuals. Using the bioarrays technology 50 genes were
upregulated and 16 were downregulated in inhibitor patients compared with non-
inhibitor patients. Ten genes were selected among them, which are involved in
immune response and were related to inhibitors development in other studies. It

xIv



was observed by real time PCR that the genes for interleukin 8 (IL-8) and cystatin
F (CST7) were upregulated and for interleukin 10 (IL-10) was downregulated in
inhibitor patients.

In conclusion, our results strengthen the idea that the mechanism of
inhibitor development in hemophilia is complex, not clear and there is a large
involvement of several genes related to the immune system in the development of
these inhibitors. The study in different populations is important to understand the
risk factors for the development of inhibitors. This is the first work in Brazil, to
study patients from various regions and to performe analysis of different factors
and their involvement in the development of inhibitors. The determination of these
risk factors will help in the future to determine differential treatment for the control
and in particular, for preventing the development of inhibitors.
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1. INTRODUCAO

1.1. Hemofilia

A hemofilia € uma doenca hemorragica hereditaria caracterizada pela
deficiéncia ou anormalidade da atividade coagulante do fator VIII (hemofilia A) ou
do fator IX (hemofilia B). Os genes que codificam a producéo dos fatores VIl e IX
estdo localizados no cromossomo X nas regides Xq-28 e Xq-26, respectivamente
(Gitschier et al., 1984; Yashitake et al. 1985). Por esta razao a hemofilia A (HA) e
a hemofilia B (HB) sao doencgas ligadas ao cromossomo X e, sendo recessivas,
afetam quase que exclusivamente individuos do sexo masculino, através da
transmiss&o pela mée portadora. Porém, em cerca de 30% dos casos, a doenca
origina-se a partir de mutagéo “de novo”, fendmeno que pode ocorrer na mae ou
no feto. As mulheres portadoras sdo habitualmente assintomaticas e casos de
mulheres hemofilicas sao raros, ocorrendo devido a presenca de dois alelos dos
genes fator VIII ou fator IX afetados, ou decorrentes da inativagdo do cromossomo

X contendo o gene normal.

1.1.2. Epidemiologia da hemofilia

A hemofilia A representa aproximadamente 80% dos casos de hemofilia,
afetando um para cada 10.000 nascimentos masculinos, enquanto que a hemofilia
B ocorre em um para cada 30.000 nascimentos masculinos. Nao existe um grupo
étnico que apresente uma maior ou menor incidéncia desta doenca. De acordo
com o Registro de Coagulopatias Hereditarias do Ministério da Saulde
(http://portal.saude.gov.br/saude) no ano 2007, 8172 pacientes hemofilicos (6.881
hemofilicos A e 1.291 hemofilicos B) estavam cadastrados no Brasil. O tratamento
dos pacientes com hemofilia é caro. Por ano, sdo gastos em nosso pais, em torno
de US$ 150 milhdes com a importagcdo de hemoderivados, incluindo os fatores
VIl e IX da coagulacao, destinados ao tratamento desses pacientes.
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1.1.3. Os genes e as proteinas relacionadas a hemofilia
1.1.3.1.Hemofilia A: fator VIii

O gene do fator VIII (F8) esta localizado no braco longo do cromossomo X
(banda Xg28) e compreende uma regidao de 186 Kb, constituido por 26 éxons,
separados por 25 introns. Os éxons variam entre 69 a 262 pb, exceto os éxons 14
e 26, que contém 3.106 e 1.958 pb, respectivamente. O RNA mensageiro (RNAm)
possui 9 Kb (Gitschier et al., 1984) (Figura 1).

1 14 22 26
(A) Gene FVIII 5 3
(186 Kb, 26 exons)
[ F8A F8B

(B) mRNA FVIII 5 13
(9 Kb)

Figura 1 Representacao do gene do FVIIl humano. (A) O gene do FVIII
humano formado por 26 éxons (representados por retangulos em cores azuis
claros) incluindo as regibes dos genes F8A(retangulo em cor vermelho) e
F8B(retangulo em cor azul), regido ndo codificada representada por retangulos
em cores azuis escuros. (B) O RNA mensageiro (RNAm) do gene do FVIII

humano de 9 Kb(representado por um retangulo em cor azul claro).

O F8 compreende cerca de 0,1% do cromossomo X e em 80% é
constituido por regides de introns. O maior intron € 0 22 (INT22) com 32 Kb. Esta
regiao contém uma ilha de nucleotideos CpG, situados a 10 Kb do éxon 22, que
podem funcionar como regides promotoras bidirecionais, caracterizando a
existéncia de dois genes: F8A e F8B. O gene F8A, que é transcrito em direcao
oposta ao gene do fator VIII possui 1,8 Kb, enquanto que o F8B com 2,5 Kb é
transcrito no mesmo sentido do fator VIII (Levinson et al., 1990 e 1992). Duas

copias homologas do gene F8A foram descritas em uma regidao distante de
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aproximadamente 500 Kb em direcao ao telémero. A funcédo do F8A e F8B ainda
é desconhecida. Cerca de 40% dos casos de hemofilia A classificados como
grave, ou seja, com < 1% de atividade do FVIII, sdo decorrentes de um rearranjo
molecular que leva a inversao do intron 22 do gene do fator VIII (INV-22) (Naylor
et al., 1992). Essa mutacao € decorrente de uma recombinagdo entre uma regiao
de 9,5 Kb do intron 22 (Int22h1) e uma das duas regides extragénicas homdlogas
Int22h2 e Int22h3, que resultardo respectivamente na inversao intron 22 do tipo |
ou tipo Il (Antonarakis et al., 1995) (Figura 2A). Recentemente, Bagnall et al,,
(2002) identificou uma segunda inversdo de sequiéncias do intron 1 do gene do
fator VIII (INV-1) que esta presente em cerca de 5% dos pacientes com hemofilia
A grave. Entre os outros defeitos do gene do FVIII causadores de hemofilia, a
maioria deles € decorrente de substituicbes de um uUnico nucleotideo e somente
em 5% dos casos ha insercdes ou dele¢des (Figura 2B).
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- 1 14 22 26

->
Telémero —l I Centrémero
Int22h3 Int22h2
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!
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Fvill

)} Centrémero
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) -

Figura 2. Representacao da formacao da inversao do intron 22 e intron 1. (A)
A linha representa o DNA que esta fora do gene F8 . No intron 22 do gene F8, um
fragmento (denominado int22h1) tem similariedade com a sequUéncia de dois
fragmentos que s&o distais ao gene F8 (int22h2 e int22h3). As setas indicam a
orientacdo das seqUéncias repetidas (int22h1, int22h2 e int22h3). Por
recombinacdo homdloga intracromossomal, uma destas regibes forma um
cruzamento estrutural sobre o elemento correspondente no intron 22, resultando
em uma inversao de éxons 1-22 em relacdo aos éxons 23-26 do gene F8. A
recombinacado do int22h1 pode ocorrer com int22h2 ou int22h3. A Figura B
representa a regido do intron 1 do gene do FVIII entre 0 éxon 1 e 2, contendo
uma sequéncia repetida int1h1 (azul). A linha representa o DNA fora do gene do
FVIIl e a sequéncia repetida homdloga ao intth1 € representada na caixa
vermelha int1th2. Os passos subsequentes representam a recombinagéo
homologa entre as duas sequéncias repetidas int1h, explicando a inversdo do
intron 1.

Telédmero
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Admite-se que a taxa de mutagao do gene do fator VIII é muito elevada (2,4
x 10 por geracdo) (Resta et al., 1994), em decorréncia do seu grande tamanho,
da presenca de regides onde as mutacdes sdo mais comuns (hot spots) e uma
estrutura peculiar que facilita a ocorréncia de rearranjos que silenciam o gene.
Estes fatos ajudam a explicar a persisténcia da doenca por varias geracoes, ja
que no passado ela era frequentemente fatal nas criancas.

A proteina do fator VIII (FVIII) é constituida por seis dominios A1-A2-B-A3-
C1-C2 (Ver et al., 1984). Cada subunidade A possui 350 aminoacidos. Trata-se
de uma regido altamente conservada nas diferentes espécies e pode estar
envolvida na capacidade desta proteina em se ligar ao metal cobre. Os dominios
C1 e C2 com 150 aminoacidos, estdo envolvidos na capacidade de ligacao aos
fosfolipideos. O dominio B representa 40% da proteina e é codificado pelo éxon
14 do F8. No entanto, o dominio B aparentemente tem pouca participagdo no
processo da coagulacao, sendo perdido quando o FVIII é ativado pela trombina.
Os dominios A e C sao homdlogos aos dominios presentes no fator V da

coagulacgao (Figura 3).

Proteina FVIII FvW

2332 aminoacid
( aminoacidos) FX FIXa FIXa FvW /FL

NH, B .§! A2 B X3 c1 | c2 |COOH

Figura 3. Representacao dos dominios da proteina do FVIIl humano. Proteina
formada pelos dominios A1-A2-B-A3-C1-C2. Os dominios A2, C2 e A3 sao locais
de ligagdo do fator X (FX), FIXa, fator de Von Willebrand (FVW) e fosfolipidios
(FL) ao FVIII.

1.1.3.2.Hemofilia B: fator IX

O gene do fator IX (F9) com 34Kb, também esta localizado na extremidade
do brago longo do cromossomo X (banda Xg-27), mas em regido distante do local
envolvido com sintese do FVIIl. O F9 possui oito éxons que codificam um RNAm
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com 2,8 Kb. O gene foi inicialmente clonado em 1982 (Choo et al., 1982), e
sequenciado em 1985 (Yoshitake et al., 1982).

O fator IX (FIX) € uma glicoproteina com 415 aminodacidos e tem quatro
dominios, como os outros fatores da coagulagdo dependentes da vitamina K. O
primeiro dominio (Gla) contém os residuos de acido Y-carboxiglutamico
necessarios para ligacéo, dependente de ions célcio, do fator IX aos fosfolipides e
as células endoteliais. As funcdes dos dois dominios semelhantes ao fator de
crescimento epidérmico, dominio EGF-1 e EGF-2, ndo sdo inteiramente claras,
parecendo estar relacionadas com ligacdo do FIX aos fatores VIl e X e a
incorporagao do FIX ativado ao “complexo tenase”. No ultimo dominio, o dominio
catalitico, localiza-se o sitio ativo serina-protease do FIX (Figura 4). De maneira
oposta a hemofilia A, a taxa de mutacdo espontdnea no gene do FIX é

relativamente baixa (Rodgers et al., 1999).

(A) GeneFIX _ 1 253 d 5 6 7 8 '
(34 Kb, 8 exons) S 3
(B) mRNA FIX 5 g

(2,8 Kb)

Ca*
FT/FVl FVIIl FX FVIIFXI
(C) Proteina FIX

Pepitideo Dominio EGF EGF [ ‘ - "
(415 aminoacidos) NH2 Gla 1 2 ! ‘ Dominio catalitico

Figura 4. O gene do fator IX (A) Oito éxons que codificam um RNAm (B) com 2,8
Kb. (C) O precursor da proteina do FIX é codificado pelos éxons: 1 que codifica
um peptideo sinal na extremidade amino terminal (NH2); éxons 2 e 3 codificam o
pré-peptideo e o dominio Gla onde ocorre a ligagao do FIX ao complexo FT/FVII;
os éxons 4 e 5 codificam dois fatores de crescimento epidérmico (EGF 1 e o EGF
2) que sao importantes na ligacdo de calcio e FVIIl e FX; o éxon 6 codifica o
peptideo de ativacao, que € clivado por fator VIl e Xl para produzir FIX ativado e
0s éxons 7 e 8 codificam o dominio catalitico que representa a serina-protease.
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1.1.4. Quadro clinico da hemofilia

A apresentagdo clinica € semelhante para a hemofilia A ou B, sendo
caracterizada por sangramentos intra-articulares (hemartroses), hemorragias
musculares ou em outros tecidos ou cavidades. Os episédios hemorragicos podem
surgir espontaneamente ou apds traumas e variam de acordo com a atividade
residual coagulante do FVIII ou FIX. Pacientes com niveis circulantes inferiores a
1% do normal (hemofilia grave) habitualmente apresentam sangramentos
espontaneos, pacientes com 1% a 5% (hemofilia moderada) podem apresentar
sangramentos espontdneos, mas com menor freqiéncia do que entre os
hemofilicos graves. Pacientes com niveis de 5% a 40% (hemofilia leve) comumente
apresentam sangramentos somente apds traumas. A terapéutica da hemofilia esta
basicamente fundamentada na administracdo de concentrados de fatores de
coagulacao em resposta ou para prevenir os episddios hemorragicos. Além das
complicagdes hemorragicas agudas os pacientes hemofilicos sofrem
especialmente de trés tipos de complicacbes crdnicas: a) as artropatias em
decorréncia dos sangramentos intra-articulares recorrentes; b) as doencas
infecciosas transmitidas por derivados do sangue, sendo dois problemas graves
em especial a contaminacao pelo virus HIV e a hepatite C; ¢) o desenvolvimento
de anticorpos capazes de inibir a fungao coagulante do FVIII ou FIX (inibidores).

1.1.5. Inibidores

Entre as complicagdes cronicas associadas a hemofilia, o desenvolvimento
de inibidores tem sido um assunto de destaque no meio académico, devido sua
gravidade e freqiéncia. Os inibidores sao aloanticorpos neutralizadores da
atividade coagulante do FVIII ou FIX desenvolvidos por pacientes hemofilicos,
como complicacdo decorrente do tratamento da hemofilia, ou seja, a
administracdo de concentrados destes fatores da coagulagcdo. Clinicamente a
presenca desses anticorpos dificulta a indugédo da hemostasia terapéutica a partir
da reposigdo dos concentrados de fator. Essa € considerada uma complicagéo
grave, pois as alternativas de tratamento nessa situacao, além de nao serem

capazes de garantir com eficacia a hemostasia, sao de altissimo custo. Em alguns
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casos o uso de altas doses do concentrado de fator pode ser suficiente, mas na
maioria das vezes é necessario 0 uso de produtos que possuem a capacidade de
gerar trombina independente da via do FVIIl ou FIX (produtos bypass), como o
concentrado de protrombina parcial ativado (CPPa) e recentemente tem sido
utilizado o fator VII ativado (rFVlla) (Hedner et al. 2001).

O tratamento de indugdo de imunotolerancia (TIl) € a uUnica forma
terapéutica disponivel atualmente que é capaz de erradicar a presenca do
inibidor. Esse tratamento é baseado na administracéo freqiiente de altas doses de
FVIII (200 Ul/kg/dia) ou baixas doses (50 Ul/kg/3 x por semana), associado ou
nao a medicamentos imunossupressores (DiMichele, 2007). Esse tratamento
pode durar varios meses, ou até anos. As limitagdes sobre o Tll sdo relacionadas
ao alto custo e a necessidade de infusdes endovenosas freqlentes, o que pode
representar um problema, sobretudo para as criancas. Além disso, ndo ha
garantia de sucesso para todos o0s casos.

No caso de hemofilia B a presencga de inibidor contra o FIX pode causar
graves reagbes alérgicas, incluindo anafilaxia. Tais reagbes podem ocorrer na
primeira infusdo de fator exégeno IX apds o desenvolvimento do inibidor, mesmo
antes do inibidor ser diagnosticado. Além disso, os protocolos de TIl para
hemofilia B podem apresentar o risco adicional do desenvolvimento de sindrome
nefrética, em decorréncia da precipitacdo do imunocomplexo formado entre FIX e
o anticorpo (Ewenstein et al. 1997).

De acordo com estudos realizados em populagdes européias e norte-
americanas o risco acumulativo de inibidores varia de 20% a 30% entre os
pacientes com hemofilia A e de 1% a 5% entre pacientes com hemofilia B. Em um
estudo de meta-analise foi demonstrado que a prevaléncia de inibidores entre
todos os hemofilicos A foi de 5% a 7%, e entre os hemofilicos A grave foi de 12%
a 13% (Wight & Paisley, 2003). Um dos fatores que predispbe ao
desenvolvimento de inibidores € o tipo de mutagao nos genes do FVIII ou FIX. De
fato pacientes com mutacdes consideradas de alto risco para o desenvolvimento
de inibidores como as inversdes do intron 22 e intron 1, grandes delecoes,

mutacdes nonsense, pequenas insercées ou delecoes fora de regibes com
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repeticdo de nucleotideos A e mutagbes missense nos dominios A2, C1 e C2,
apresentam 7 a 10 vezes maior risco de desenvolverem inibidor, quando
comparados aos pacientes com mutagdes consideradas de baixo risco para o
desenvolvimento de inibidores como mutagées do tipo splice alternativo;
pequenas insercbes ou delecbes em regides de repeticbes A; e mutacdes
missense nos demais dominios do FVIII. (Oldenburg et al., 2002).

Recentemente foi sugerido que n&o s6 o tipo de mutagdo envolvida esta
associado ao risco de desenvolvimento de inibidor, mas sim a associacdo da
mutacao especifica e o subtipo de antigeno de histocompatibilidade (HLA) classe
Il (White et al., 2005).

Além disto, outros fatores de risco ao desenvolvimento de inibidores sao
reconhecidos, como a presencga de inibidor no historico familiar, idade com a qual
se iniciou o tratamento (Lorenzo et al. 2001), alteragbes especificas do sistema
imunoldgico (Astermark et al., 2006), o tipo de produto utilizado na reposicéo de
fator (Goudemand et al, 2005). Alteracdes associadas no momento de
desenvolvimento de inibidores (infecgdes associadas) também podem influenciar
0 aparecimento de inibidor (Bray et al., 1994).

DiMichele et al. (2002) demonstrou que pacientes hemofilicos americanos
com ascendéncia africana e hispanica apresentavam maior incidéncia de
inibidores. No entanto, apesar da intensa influéncia africana na populacdo
brasileira, a incidéncia de inibidores em hemofilicos relatada no Brasil é inferior ao
observado em outras populacdes, apenas cerca de 9,9% entre hemofilicos A
testados para a presenca de inibidor (Rezende et al., 2009). Este fato pode ser
explicado em parte devido a dificuldade em se obter dados corretos e atualizados
destes inibidores, cuja investigacdo ainda ndo é realizada rotineiramente em
todos os servicos que prestam atendimento a este tipo de paciente. No entanto, é
possivel devido a intensa miscigenacado da populacao brasileira, que de fato o
risco do desenvolvimento de inibidores em nossa populacdo seja distinto do

observado em outras populagoes.
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1.1.5.1. Presenca de haplétipos distintos do FVIIl e risco de inibidor.

Recentemente Viel e col. (2007) identificaram quatro polimorfismos de
base unica (SNP) (R484H, R776G, M2238V e D1241E) que codificam seis
haplétipos (H1 a H6) para a forma natural da proteina do FVIII, conforme descritos
na Figura 5 (Viel et al., 2007). Em 2009, estes autores demonstraram que cinco
destes haplétipos (H1, H2, H3, H4 e H5) foram expressos em pacientes
hemofilicos negros norte-americanos, enquanto apenas dois haplétipos (H1 e H2)
em caucaséides. O hapl6tipo mais comum H1 estd presente em todos os grupos
étnicos e expressa a proteina do FVIII recombinante comercial (rFVIIl) Kogenate®
(Bayer HealthCare Pharmaceuticals), enquanto que o H2, que também esta
presente em todos 0s outros grupos étnicos, e expressa a proteina de outro
rEVIIl, o Recombinate® (Baxter Healthcare Corporation). O haplétipo H2 é a
forma mais comum entre os hemofilicos negros norte-americanos (38%). No
entanto, os haplétipos H3, H4 e H5, cujas proteinas estdo ausentes entre os dois
produtos recombinantes sa&o apenas encontrados entre 0s negros norte-
americanos. Na avaliagdo realizada pelos autores sugere que a presenca do
haplétipo H3 e H4, cujas proteinas estdo ausente nos concentrados de rFVIII,
esta relacionada com a maior incidéncia de inibidores. Portanto, isto sugere que
os haplétipos distintos do gene do FVIII contribuem farmacogeneticamente para
um risco elevado no desenvolvimento de inibidor em negros (Viel et al., 2009).
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Figura 5. Representacao dos seis haplotipos (H1 a H6) da proteina do FVIII. A
ocorréncia dos polimorfismos R484H, R776G, M2238V e D1241E no gene do
FVIII esta relacionada com a presenca de seis haplétipos do FVIII. Estrutura linear
da proteina do FVIII com os dominios distintos representando os quatro
polimorfismos de base unica (SNP) nao sinénimos (R484H, R776G, D1241E e
M2238V). Seis haplotipos distintos (H1 a H6), que sédo codificados por quatro
SNPs no F8 (as mudancas de aminoacidos sao representados pelos retangulos

em vermelho).

1.1.5.2. Imunologia dos inibidores do fator Vil

O mecanismo que envolve o desenvolvimento desses inibidores é bastante
complexo e ainda nao esclarecido completamente. Acredita-se que quando o
FVIII é administrado na circulacdo sanglinea, ele € captado pelas células
apresentadoras de antigeno (APC), como as células dendriticas, que degradam o
FVIIIl em pequenos peptideos de 8-12 aminoacidos os quais sao carregados por
moléculas do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) classe Il até a

superficie das APCs. Caso esse processo ocorra num contexto de “perigo” ao
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sistema inflamatoério, as APCs ou células dendriticas tornam-se maduras e
poderdo amplificar essa resposta estimulando moléculas coestimulatorias de
superficie. As células dendriticas maduras migram para oOrgaos linféides
secundarios e apresentam o antigeno a células T auxiliares ou linfécitos T helper,
CD4+. A resposta imune anti-FVIlIl é dependente de linfécitos T CD4+ que
reconhecem o complexo MHC-classe Il — peptideo FVIII. Os linfocitos T ativados
ativam linfécitos B que passam a sintetizar anticorpos especificos contra o FVIII
(Figura 6). Caso esses anticorpos sejam capazes de neutralizar a atividade
coagulante do FVIII, eles sdao chamados de inibidores (Reding et al. 2006).

Fvii

FVIIl Epitopos

Diferenciacao
Terminal

=l Célula

FVII

Plasmoécitos
Figura 6. Representacao da resposta imune ao FVIII. A resposta imune para o
FVIII exégeno envolve um mecanismo de processamento do FVIII fagocitado pela
célula apresentadora de antigeno (APC), as células dendriticas (CD), que apos
degradacao do FVIII em pequenos peptideos os apresenta as células T, via
complexo maior de histocompatibilidade (MHC classe Il). Desta forma ocorre a
interagdo entre complexo MHC-Il/antigeno e célula T através do receptor de
células T (TCR) e CD3 (sinal 1). Simultaneamente, ha a interacdo entre as
moléculas co-estimulatérias da APC, (CD80/86 e CD40) e seus respectivos
receptores na célula CD4+ (CD28 e CD40L) (sinal 2). Uma vez ativadas, as
células T proliferam, secretam citocinas IL-2(interleucina 2) e IL-4(interleucina 4)
(sinal 3) que ativam as células B, as quais se diferenciam em plamécitos que
produzem anticorpos anti-FVIII.
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Os inibidores de FVIII sao imunoglobulinas G (lgG) policlonais sendo
principalmente da subclasse IgG4. Entretanto, subclasse 1gG1 e 1gG2 também
sdo usualmente presentes nas popula¢des de anticorpos anti-FVIIlI (Reding et al.
2003). Esses anticorpos inibitérios reconhecem epitopos no FVIII, sobretudo nos
dominios A2, C2 e A3 (Figura 7). Estas regides da proteina sao criticas, pois sao
locais no FVIII de ligacao do fator X (FX), FIXa, fator de Von Willebrand (FVW) e

Proteina FVIII

(2332 aminoacidos) FX  FiXa ] FVW /FL
™ A1 A2 A3 OOH

YY Y YY

Figura 7. Representacao dos dominios do FVIIl humano e os principais
locais dos epitopos reconhecidos pelos inibidores. Os dominios A2, C2 e A3,
possuem 0s epitopos mais reconhecidos pelos anticorpos inibitérios
(representados aqui como: Y).

fosfolipidios (FL).

Quando ha a presenca do FVIII endégeno, ou seja, individuos que nao
possuem hemofilia A, o FVIII é tolerado imunologicamente, portanto ndo estimula
uma resposta imune. Isso é atribuido a um tipo de tolerancia imune central, que
ocorre durante o desenvolvimento quando células epiteliais timicas apresentam
0s antigenos e uma selecdo negativa exclui as células T de alta-afinidade,
prevenindo a existéncia dessas células no sistema imune periférico. Por outro
lado, pacientes hemofilicos A terdo células T de alta-afinidade especifica ao FVIII
no sistema periférico e quando esses pacientes receberem infusdes de FVIII, o
sistema imune reconhecera como um antigeno estranho e isso desencadeara o
evento adverso (Waters et al., 2009). No entanto, isso ndo explica porque a
maioria dos hemofilicos A ndo desenvolvem inibidores. Desta forma compreender
0 mecanismo que “protege” esses individuos da formacgao de inibidores pode ser
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um caminho para desenvolver o tratamento ou a tolerancia ao FVIIl nos demais
hemofilicos.

Recentemente foi observado que nem todas as células T CD4+ séo
excluidas no sistema imune periférico. Essas células T auto-reativas precisam ser
suprimidas, para evitar uma reacdo imune. As células T regulatérias (T reg)
formam uma populacéao de células T, que sao CD4+, CD25+ e Foxp3+, presentes
no sistema periférico e sdo responsaveis por suprimir as células T auto-reativas.
Quando a apresentacédo do antigeno acontece na auséncia de sinal de “perigo”,
as células dendriticas permanecem imaturas e assim quando elas apresentam o
antigeno as células T, a populacao de linfécitos que expande seréo células T reg
(Waters et al., 2009).

Esse estudo avaliou diferentes fatores genéticos e nao genéticos
envolvidos no desenvolvimento ou protecdo ao desenvolvimento de inibidores
entre hemofilicos A ou B no Brasil, com énfase as caracteristicas étnicas dos
pacientes, incluindo pacientes hemofilicos provenientes das cinco regides da
federacao brasileira (Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sul e Sudeste). O
entendimento desses fatores de risco ajudara no futuro a determinar um
tratamento diferenciado para o controle e sobretudo prevencao do

desenvolvimento de inibidores.
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2. OBJETIVOS
No desenvolvimento deste estudo, foram selecionados pacientes com

diagnéstico de hemofilia A ou B, pertencentes a cinco regides distintas do Brasil,
com o objetivo de:

2.1. Objetivo 1. Determinacdo da prevaléncia de inibidores e avaliacao de
fatores de risco genéticos e ndao genéticos em uma populacao
representativa das diferentes regiées do Brasil. Foram determinadas a
prevaléncia de inibidores contra o FVIII ou FIX, em pacientes com diagnéstico de
hemofilia A ou B, com antecedentes étnicos distintos, pertencentes a cinco
regides geograficas do Brasil e correlacionar os fatores genéticos e ndo genéticos
envolvidos na predisposicao destes inibidores.

2.2. Objetivo 2. Determinar novos aspectos genéticos relacionados ao
desenvolvimento de inibidores, baseado no estudo da expressao génica de
células mononucleares circulantes em pacientes com e sem inibidores.
Foram selecionados pacientes irm&os, ou de uma mesma familia de irmaos
hemofilicos, que fossem discordantes para a presenca de inibidores, além de um
grupo nao relacionado de pacientes com e sem inibidores. Estes casos foram
avaliados, utilizando a tecnologia de cDNA array, para triagem simultanea de
diversos genes que pudessem estar envolvidos no desenvolvimento de inibidores,
com énfase aos genes relacionados a aspectos imunolégicos. Em uma segunda
fase, os genes selecionados foram individualmente avaliados quanto a
intensidade de expressdo em cada grupo de pacientes, utilizando a técnica de
PCR quantitativo em tempo real.
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3. JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de inibidores contra o FVIII ou FIX em pacientes
hemofilicos compromete consideravelmente o tratamento destes pacientes,
aumentando a morbidade e a mortalidade destes casos. Um mecanismo
complexo envolvendo diversos aspectos, genéticos e nao genéticos, esta
correlacionado com o surgimento destes inibidores. Entre os fatores de risco
previamente descritos estdo o tipo de mutagdo no gene do FVIII ou FIX presente,
além de aspectos especificos do sistema imunolédgico. Muitos destes inibidores se
desenvolvem durante a infancia e, em estudos anteriores, foi observada uma
predisposicdo maior em determinados grupos étnicos, como hemofilicos de
descendéncia africana e hispanica (Dimichele, 2002). Considerando as
caracteristicas étnicas particulares da populacao brasileira, composta por uma
miscigenacao de etnias, incluindo: caucasoides, negros e populacdes indigenas,
acreditamos que entre esses pacientes € possivel encontrar diferengas também
em aspectos genéticos e imunoldgicos, que possam contribuir de alguma maneira
para o desenvolvimento de inibidores. A determinagdo dos fatores envolvidos no
mecanismo de desenvolvimento dos inibidores é de suma importancia e podera
ajudar nas estratégias para a prevencao do aparecimento desses anticorpos,
assim como para o desenvolvimento de novas terapias mais efetivas na indugao

de imunotolerancia em pacientes hemofilicos que possuem inibidores.
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4. CASUISTICA E METODOS

4.1. Casuistica

Foram convidados a participar desse estudo pacientes hemofilicos A e B
provenientes de cinco centros distintos, representantes de cada uma das cinco
regides territoriais do Brasil, incluindo o Hemocentro do Acre (Hemoacre), Rio
Branco, AC, regiao Norte; Hemocentro da Bahia (Hemoba), Salvador, BA, regido
Nordeste; Hemocentro do Mato Grosso (Hemomat), Campo Grande, MT, regiao
Centro Oeste; Hemocentro do Parana (Hemepar), Curitiba, PR, regido Sul e
Hemocentro da UNICAMP, em Campinas, SP, regidao Sudeste.

Para cada caso incluido foi preenchido um questionario de identificacao
(Anexo 1: Questionario de identificacao). Entre os dados demograficos um dos
principais critérios analisados nesse estudo foi a definicdo do grupo étnico, sendo
etnia aqui considerada baseada nas caracteristicas genéticas e fenotipicas, nao
sendo incorporados aspectos sdcio-culturais. Um dos aspectos analisados nesse
estudo levou em conta o antecedente étnico dos pacientes. Sendo assim, foi
adotado nesse estudo dois critérios entre as informagbes preenchidas no
questionario de incluséo: tragos fisicos e pricipalmente a ancestralidade, tendo
sido considerado pertencente a etnia negra o paciente que possuia pelo menos
um antepassado negro ao longo das trés ultimas geracbes. No caso do grupo
indigena, foi considerado antecedente do indio brasileiro o paciente que possuia
pelo menos um antepassado indigena ao longo das trés ultimas geracdes e
nenhum antepassado negro. No caso do grupo caucasoide, foi considerado o
paciente que nao possuia antepassados negros ou indigenas ao longo das trés
ultimas geragoes.

Foram coletadas amostras de 10,5 mL de sangue total em citrato 3,2%, do
qual foi obtido o plasma e 10 mL de sangue periférico em tubo contendo EDTA
10% para o isolamento do DNA a partir de leucécitos usando o método fenol-
cloroférmio. As amostras de plasma foram utilizadas para a confirmacao e

classificacao do tipo de hemofilia, pela quantificacdo da atividade coagulante dos
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fatores VIII (FVIII:C) e/ou fator IX (FIX:C), pesquisa da presenca de inibidores,
além da quantificacao e caracterizacdo dos inibidores quando presentes.

O tempo entre a coleta e o processamento da amostra nao ultrapassou 1 hora.
O sangue total foi centrifugado em 3500 rpm por 15 minutos, preferencialmente a
4° C, e o plasma separado e armazenado em tubos de polipropileno (tipo
eppendorf) em aliquotas de 500 ul (minimo de 3 e maximo de 5 aliquotas). Apés
aliquotados, os tubos contendo plasma foram congelados imediatamente a —
80°C. Como alternativa, o congelamento rapido por meio da imersdo do tubo em
uma mistura de gelo seco e alcool e posteriormente armazenado a -80° C, foi
utilizado em alguns casos.

Para garantir que a dosagem de FVIII:C e FIX:C se referia ao fator endégeno,
foi respeitado um periodo minimo de 15 e 30 dias entre a coleta das amostras
destinadas a esta analise de FVIII:C e FIX:C, respectivamente e a ultima infusdo

de concentrado de fator.

4.2. Confirmacao e classificacao do tipo de hemofilia

Os testes para a determinacao do FVIII:C ou FIX:C foram realizados pela
determinacao da dosagem funcional em Unico estagio utilizando plasma comercial
deficiente de cada fator (Factor VIII deficient plasma, ou Factor |IX deficient
plasma respectivamente, Sigma-Trinity Biotech®, Irlanda). Uma curva de
calibracao foi determinada utilizando um padrdo de referéncia (Sigma-Trinity
Biotech®, Irlanda). Os testes foram realizados no coagulémetro MTX (Coag-A-
Mate MTX, Biomerieux-USA). Apds a mistura do plasma a ser pesquisado com 0
plasma deficiente apenas do fator a ser analisado, foi determinado o tempo de
atividade da tromboplastina ativada (TTPa), teste que esta relacionado ao tempo
para a formacéao da fibrina baseada na presenca dos fatores da via intrinseca da
coagulacao, da qual fazem parte os fatores VIl e IX. O tempo necessario para a
formagédo da fibrina em cada caso € correlacionado a uma curva padrdo de
calibracao sendo possivel, desta maneira, se determinar a atividade coagulante
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do fator especifico. Desta forma a gravidade da Hemofilia foi determinada de
acordo com a atividade residual coagulante do FVIIlI ou FIX. Pacientes com niveis
circulantes inferiores a 1% do normal foram classicados com hemofilia grave,
pacientes com 1% a 5% foram classificados com hemofilia moderada e
pacientes com niveis de 5% a 40% foram classificados com hemofilia leve.

4.3. Pesquisa da presenca de inibidores contra o FVIIl ou FIX.

A presenca de inibidores, ou anticorpos neutralizadores da atividade
coagulante do FVIII ou FIX, foi pesquisada pelo teste da mistura do plasma a ser
analisado com o pool de plasma normal, incubado por 2 horas a 37°C. Uma
amostra com mesmo volume do pool de plasma normal foi incubada em paralelo
e utilizada como referéncia ao teste. O TTPa é realizado na amostra controle e
nas amostras a serem pesquisadas. Na presenca de inibidores observa-se
aumento no TTPa em relacao a amostra controle. Quando o teste foi considerado
positivo para a presenca de inibidores foi realizada a confirmacéo e quantificacdo
(titulacdo) do inibidor pela técnica de Bethesda modificada (Verbruggen et al.,
1995).

4.4. Quantificacao dos inibidores pela técnica de Bethesda modificada.

A quantificagéo dos inibidores especificos a atividade coagulante do FVIII ou
FIX por meio da técnica de Bethesda foi realizada com a mistura de diluicoes
seriadas do plasma a ser analisado com um pool de plasma normal. Apés 2 horas
de incubacgao a 37°C foi determinada a atividade residual do FVIII ou FIX.

Por definicdo, uma unidade Bethesda (UB) inibe 50% da atividade do FVIII
ou FIX presente. Desta maneira, os pacientes que apresentam titulos acima de
0,6 em pelo menos uma ocasido foram considerados inibidores positivo sendo
que os pacientes com inibidores entre 0,6 UB e 5 UB foram classificados como
pacientes com inibidores de baixo titulo e quando o titulo foi maior ou igual a 5 UB
foram classificados como pacientes com inibores de alto titulo.

A diferenga entre o método classico de Bethesda e a técnica de Bethesda

modificada ou Nijmegen (Verbruggen et al., 1995) é que no primeiro utiliza-se o
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tampao veronal para diluigdo das amostras e do pool normal e no teste
modificado utiliza-se o imidazol, pH 7,4, padronizado para diluicdo dos plasmas.
Como controle é realizada uma diluicdo 1:1 do pool de plasma normal com
plasma deficiente do fator analisado, ou com albumina bovina 4% (BSA). A
vantagem da modificacdo do teste original refere-se a maior sensibilidade para
deteccao de baixos titulos (Figura 8).

Teste Classico de Bethesda

Plasma £\ -y Tampédo
Plasma f /\; S
padente H H horial H I U imidazol

J (pH 7,3)
Mistura 50/50  *:

Incubagdo

' 2ha37c
\.\_\\ '/_,

Teste FVIII

Teste de Bethesda
modificado por Nijmegen

Plasma 2N /\ ﬁloasrg:: Plasma
do i o deficiente

paciente ta(gg"?":';'c' de FVIII

i
lH Mistura 50/50
9

Incubacd@o J

2h a 370C
==

Teste FVIII
Figura 8. Esquema de comparacao entre a técnica de Bethesda classica e a

técnica modificada ou Nijmegen (Verbruggen et al., 1995).

4.4.1. Procedimento da técnica de Bethesda modificada.

As amostras de plasma a serem analisadas foram diluidas utilizando-se o
tampao imidazol pH 7,4, nas diluicées: 1:2; 1:5; 1:10; 1:20 e 1:40.
Simultaneamente, uma amostra de pool de plasma normal foi diluida 1:1 em
tampao imidazol, a qual aqui denominada POOL T. As amostras foram
preparadas da seguinte maneira:

a) plasma1:2 + Pool T (1:1);
b) plasma 1:5 + Pool T (1:1);
c) plasma 1: 10 + Pool T (1:1);
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d) plasma 1: 20 + Pool T (1:1);
e) plasma 1:40 + Pool T (1:1);
f) Pool T + albumina bovina 4% (1:1) = CONTROLE.
As amostras contendo cada mistura foram incubadas a 37°C por 2 horas e
posteriormente, determinou-se a atividade coagulante do FVIII ou FIX de cada

diluicdo. A seguir, realizou-se o célculo do fator residual de cada mistura, pela
formula:

Atividade do = atividade do fator de cada mistura X 100
fator residual (%) atividade do fator do CONTROLE

Encontrada a atividade residual, consideramos as diluicoes que estiveram
entre 25% e 75%. Utilizando-se um gréfico Di-log tragou-se uma curva para

encontrar o ponto equivalente a 50% de atividade residual, que corresponde a 1
UB/mL plasma (Figura 9).
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Figura 9. Determinacao do titulo de inibidor correspondente a diluicao
hecessaria para se obter 50% da atividade residual do fator.

Caso o valor da primeira diluicao seja maior que 50%, utiliza-se a Tabela
de conversao, onde o valor encontrado em unidade Bethesda deve ser

multiplicado pela diluigdo do plasma do paciente correspondente ao valor
encontrado (Tabela 1).

Fator de conversao x diluicao = unidades Bethesda/mL de plasma
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Tabela 1. Tabela de converséao utilizada para a determinacgao do titulo de inibidor
(unidade Bethesda).

Atividade

Atividade Residual Unidade Atividade Residual = Unidade . Unidade
do fator (%) Bethesda do fator (%) Bethesda Res:du:,l/’;jo fator Bethesda
97 0,05 61 0,70 40 1,35
93 0,10 59 0,75 38 1,40
90 0,15 57 0,80 37 1,45
87 0,20 55 0,85 35 1,60
84 0,25 53 0,90 34 1,65
81 0,30 51 0,95 33 1,60
78 0,35 50 1,00 32 1,65
75 0,40 48 1,05 30 1,70
73 0,45 46 1,10 29 1,75
70 0,50 45 1,15 28 1,80
68 0,55 43 1,20 27 1,85
66 0,60 42 1,25 26 1,90
64 0,65 41 1,30 25 2,00

4.5. Caracterizacao, pela técnica de ELISA das subclasses de IgG

envolvidas, nos casos onde foi detectada a presenca inibidor.

A caracterizagdo dos anticorpos especificos contra o FVIII ou FIX foi
realizada pelo método descrito por Lindgren e col. (2002), baseada na técnica de
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Foram realizados trés
experimentos distintos para cada subclasse de anticorpo analisada, utilizando
separadamente trés diferentes concentrados comerciais de fator VIII humano
derivado do plasma: a) concentrado de FVIII Octavi SD Optimun (Octapharma-
Franca); b) concentrado de FVIII 8Y (Bio Products Laboratory-Reino Unido) e c)

concentrado de FVIII Hemofil (Baxter Healthcare Corporation-USA).
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A técnica de ELISA utilizada consiste na sensibilizacdo de uma microplaca
(96 pocos) com 100 pyL do concentrado de fator VIII purificado em uma
concentracgéao final de 51 U/mL em 0,05 M de tampao carbonato de sédio, pH 9,6,
incubando-se a 4°C por 24 horas. Apés o periodo de incubagdo, a placa foi
bloqueada com uma solugao contendo 3% de albumina bovina em 0,01 M de
tampéo fosfato-salina (PBS: 0,137 M de NaCl, 2,68 mM de KCI, 6,8 mM de
NasHPO4 e 70,74 mM de KH2POy), pH 7,4, e 0,5% de Tween 20 (Sigma-USA). A
placa foi incubada por 30 minutos em temperatura ambiente e, em seguida, foram
realizadas 3 lavagens com PBS e 0,5% Tween 20 (250 uL por poco). Foram
adicionados 50 L de plasma do paciente positivo para a presenca de inibidor, em
diluicdo seriada entre 1:10 a 1:1000 em PBS. Depois de 1 hora de incubagéo, a
placa foi lavada 4 vezes com PBS. Em seguida foram adicionados 100 pL do
anticorpo monoclonal secundario anti-humano, conjugado com AP (alkaline-
phosphatase), tendo sido realizado experimentos separadamente para cada
subclasse de anticorpos: I1gG1 (mouse anti-human IgG1 No.:9252-01,
SOUTHERN Biotechnology Associates, USA); 1gG2 (mouse anti-human IgG2
No.:9070-01, SOUTHERN Biotechnology Associates, USA); 1gG3 (mouse anti-
human 1gG3 No.:9210-01, SOUTHERN Biotechnology Associates, USA); 1gG4
(mouse anti-human IgG4 No.:9200-01, SOUTHERN Biotechnology Associates,
USA); IgM (polyclonal rabbit anti-human IgM ref. A0425, Dakocytomtion,
Dinamarca), diluidos em 50 mM/L de tampdo Tris-salina contendo 3% de
albumina bovina, sendo incubado por 1 hora em temperatura ambiente. A seguir
foram realizadas quatro lavagens com tampao PBS contendo 0,5% de Tween 20.
Em seguida, foi adicionado o substrato utilizado para a fosfatase alcalina (p-
nitrophenyl phosphate; Zymed®, USA) diluido em 0,09 M de tampéao
dietanolamina, pH 9,8, contendo 0,05 mM MgCl,, seguido de incubagao por 20
minutos na temperatura ambiente e protegido da luz. A seguir foi acrescentado
solucdo de H»,SO4 3M para bloquear a reacdo. A placa foi entdo analisada,
realizando-se a leitura no comprimento de onda de 405 nm em leitor de

microplacas (Sunrise, Tecan-Austria).
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Os resultados foram avaliados baseados na maior intensidade obtida em
cada analise, sendo Intensidade da reatividade dada de acordo com diluigdes: +
1:10; ++ 1:40; +++ 1:80 e ++++ 1:320, variando de ++++ até amostra negativa

(menor ou igual ao controle negativo: branco).

4.6. Identificacao das alterac6es moleculares relacionadas a hemofilia.

A identificacdo da alteragdo molecular associada a hemofilia foi dividida em
diferentes estratégias de acordo com o tipo (hemofilia A ou B) e sua classificacao

(leve, moderada ou grave).

4.6.1. Estratégia para deteccao de mutacoes associadas a hemofilia A.

Para a determinacdo das alteracbes moleculares associadas aos casos
com diagnéstico de hemofilia A, foi adotada a estratégia de acordo com a Figura
10.
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Hemofilia A ]

I
| |

Grave (FVIII:C < 1%) Moderada(FVIll: C >1% e < 5%)
I Leve (FVIII: C >5% e < 40%)

Pesquisa inversao do intron 22

Presente Ausente

Pesquisa inversao do intron 1 ]

| |

[ Presente Ausente

Seqiienciamento do gene do FVIII (26 exons)

Figura 10. Estratégia para deteccao de mutacées na hemofilia A. Nos
pacientes com hemofilia A grave, inicialmente foram pesquisados a INV- 22, que
quando negativa realizou-se a pesquisa da INV-1 no gene do FVIII. Quando
ambas inversdes foram negativas e para todos os pacientes com HA moderada e

leve realizou-se o seqlienciamento de todos os 26 exons do gene do FVIII.

Cerca de 40% dos casos de hemofilia A classificados como graves (FVIII:C
< 1%) sao decorrentes de um rearranjo molecular que leva a inversao do intron 22
do gene do fator VIII (Naylor et al., 1992). Recentemente, Bagnall et al.(2002)
identificou uma segunda inversao de sequiéncias do intron 1 do gene do fator VIl
que afeta cerca de 5% dos pacientes com hemofilia A grave. Sendo assim, em
pacientes com hemofilia A grave, inicialmente foram pesquisados esses dois

rearranjos, ou seja a INV- 22 e INV-1 do gene do fator VIII.
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4.6.1.1. Deteccao da inversao do intron 22 do gene do fator VIIL.

Para a investigacdo da INV-22 foram padronizadas em nosso laboratorio
trés técnicas distintas: por Southern blot; pela analise subcycling-PCR (S-PCR)
e a técnica da PCR inverso (I-PCR). Em alguns casos em que a técnica da I-
PCR, que foi utilizada como primeira opg&o, ndo foi conclusiva, uma das demais

técnicas foi realizada para confirmacao da presenca ou auséncia desta mutagéo.

4.6.1.1.1. Deteccdo da inversdao do intron 22 do gene do fator VIl pela
técnica de Southern blot.

A primeira técnica descrita para a deteccdo da INV-22 baseia-se na
digestdo do DNA gendmico pela enzima de restricao Bcl |, seguida da analise por
Southern blot utilizando a sonda p482.6, correspondente ao Int22h1 (American
Type Culture Collection — ATCC, Rockville, MD EUA) (Lakich et al., 1993).

Como essa técnica mostrou-se mais trabalhosa e o resultado mais
demorado, utilizamos somente nos casos em que a inversao do intron 22 nao foi

possivel de ser analisada pelos métodos S-PCR ou I-PCR.

4.6.1.1.1.2. Digestao do DNA genémico a ser pesquisado.

O DNA genbémico a ser pesquisado (10 pg), foi digerido com 50 Ul da
enzima de restricdo Bcl I, em tampao Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, glicerol 50%, KCI
50 mM, DTT 1 mM, EDTA 0,1 mM, por 16 horas a 55°C. Apds a incubacao, o
DNA gendmico foi concentrado por reprecipitacdo com acetato de aménio 7 M e
etanol absoluto.

4.6.1.1.1.3. Southern Blot

Os produtos de digestdo do DNA foram separados por eletroforese em gel
de agarose a 0,6%, 7x15 cm de dimensao e 5 mm de espessura, em tampao TAE

e a voltagem constante de 40 V por 48 h. O DNA separado em gel foi transferido
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para uma folha justaposta de membrana de nylon carregada positivamente
(Hybond™ —N* , Amersham Life Science, Suécia). A transferéncia foi feita com
método alcalino. O gel foi incubado por 10 minutos em 250 mL de HCI 0,25 N e
apos este periodo o gel foi lavado com agua destilada e colocado em solucao
desnaturante (NaOH 0,4 N e NaCl 1 M) por 30 minutos. Montou-se uma
plataforma dentro de um reservatério e sobre esta foi colocado uma ponte de
papel Whatman 3MM (3 folhas cortadas de tamanho apropriado) saturada com a
solucao de transferéncia (NaCl 1,5 M, NaOH 0,25 N). Cortou-se uma membrana
(Hybond N) do tamanho do gel e colocou-se a membrana sobre o gel. Trés folhas
3MM umedecidas na solugdo de transferéncia mais uma pilha de
aproximadamente 5 cm de altura de papel de germinagdo foram colocadas em
cima da membrana. O reservatorio foi preenchido com a solucéo de transferéncia.
Sobre a pilha de papel de germinagao, um peso de aproximadamente 0,5 — 0,7 kg
para géis de 20 x 25 cm foi colocado. A transferéncia ocorreu por 16 a 24 horas. A
membrana foi neutralizada com lavagem em soluc¢ao da utilizagéo Tris 0,2 M, pH
7,5, 20 x SSC (NaCl 3 M, citrato de so6dio 3 mM). O DNA foi fixado na membrana
aquecendo-se a 80°C por 2 horas.

4.6.1.1.1.4. Hibridizacao

Para a hibridizacdo, a sonda foi previamente marcada com a-*P, com o
principio random primer, usando as instru¢des fornecidas pelo fabricante do kit
Random Primers DNA Labeling system (Invitrogen-EUA). A remocao dos
nucleotideos nao incorporados foi feita utilizando-se microcolunas Sephadex G-50
(MicroSpin™ G-50 Columns, GE Healthcare Bio-Sciences Inc-Canadd) e a
atividade especifica da sonda marcada foi feita de acordo com o manual do kit
Random Primers DNA labeling system (Invitrogen, USA). A sonda em uma
concentragdo de 5 ng/mL e com uma atividade especifica de 2 x 10° dpm/ug, foi
previamente desnaturada em uma solugcado de NaOH 0,2 M a 100°C por 5 min. As
membranas com DNA fixado foram submetidas a pré-hibridizacdo em solucao
contendo PEG 50% (polietileno glicol PM 8000), tampao SSPE 20 x (EDTA 0,02
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M pH 7,7; NaCl 3,6 mM, fosfato de sédio 0,2M) e SDS 20% (dodecil sulfato de
sédio), por 1 h a 65°C. A hibridizagdo foi feita com a mesma solucéo de pré-
hibridizacdo, onde se acrescentou a sonda F8A preparada que reconhece o gene
F8A. A membrana foi hibridizada por 16 h a 65° e apds hibridizagdo, a membrana
foi submetida a lavagens com solucdo de baixa estringéncia (SSC 2x e SDS
0,1%) duas vezes por 15 min. As membranas foram expostas em filme raio-X por
24h (Figura 11).

Figura 11. Estratégia para deteccao da INV-22 por Southern blot. Filme de
raio-x da membrana hibridizada com a sonda correspondente ao gene F8A pela
técnica de Southern blot. O DNA gendmico de cada inividuo foi digerido com a
enzima Bcl-I. 1-individuo sem a INV-22; 2-3. paciente hemofilico com INV-22 do
tipo proximal; 4- paciente hemofilico com INV-22 do tipo distal. A presenga dos
fragmentos de 21,5 Kb, 16 Kb e 14Kb determina a auséncia da INV-22.

4.6.1.1.2. Deteccao da inversao do intron 22 do gene do fator VIIl pela
técnica de Subcycling-PCR (S-PCR).

Liu & Sommer (1998) descreveram a analise da inversdo do intron 22 pela
técnica de S-PCR (subcycling-PCR). Nesta técnica quatro primers sao utilizados,
aqui chamados de: P, Q, A, B (Tabela 2). Os primers P e Q correspondem
respectivamente as extremidades 5" e 3’ da regidao Int22h1. Os primers A e B, sao
especificos para as extremidades 5 e 3’ da regido Int22h2 e Int22h3. Os primers

P e Q anelam em distancias diferentes do A e B, assim apds a amplificacao trés
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padrbes eletroforéticos podem ser observados: PQ (12 Kb), AB (10 Kb) e na

presenca da inversado a banda PB + AQ (11 Kb cada) (Figura 10).

Tabela 2. Primer utilizados na técnica de S-PCR.

Primer Sequéncia5' - 3'
P GCC CTG CCT GTC CAT TAC ACT GAT GAC ATT ATG CTG AC
Q GGC CCT ACAACCATT CTG CCTTTC ACT TTC AGT GCA ATA
A CAC AAG GGG GAA GAG TGT GAG GGT GTG GGA TAA GAA
B CCC CAA ACT ATAACC AGC ACCTTGAAC TTC CCC TCT CAT
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Controle Inversdo Portadora

P+Q I 12Kb
P+B e A+Q e | EEE—
A+B e | Eaa——— | ————— Kb
Int22h1

Int22h2 e 3
Figura 12. Representacdao das sequéncias homoédlogas do intron 22 e

localizacao dos primers utilizados conforme técnica S-PCR. O produto de
PCR produz trés padrdes de bandas possiveis. A banda PQ (12 Kb) aparece no
alelo sem a inverséao intron 22 e a banda PB + AQ (11 Kb) quando a inversao esta
presente. A banda AB sempre € produzida, pois no minimo uma copia do Int22h2

e 3 estard intacta.

A PCR foi realizada a partir de 250 ng de DNA genbémico, com a mistura:
25uL de Tris-HCI 50mM, pH 9,2; 2,25mM MgCly; 16 mM (NH4)SOs; 7,5% DMSO;
500uM de dGTP e deaza-dGTP (1:1); 500uM de cada dNTP; 2,5 U da enzima
Elongase (Gibco) e 0,2 uM de cada primer (P+Q+A+B). A reacao foi submetida as
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condicdes de ciclos estabelecidas para S-PCR: desnaturacdo a 94°C 120”; dez
primeiros  ciclos: 94°C 127, seguido de quatro subciclos de
anelamento/elongamento (4x 60°C por 120" e 65°C por 120”); demais 20 ciclos:

94°C 127, seguido da adicdo de 3” por ciclo de cada passo de
anelamento/elongamento (60°C 120+3” e 65°C 120+3”). A andlise das amostra foi

realizada em gel de agarose 0,6% por aproximadamente 5 horas a 90V (Figura 6).

M N INV-22

12 Kb
11 Kb
10 Kb

Figura 13. Deteccao da inversao do intron 22 do gene do fator VIl através da
técnica de S-PCR. Eletroforese em gel de agarose 0,6%, onde a presencga da
inversdo do intron 22 pode ser confirmada pela presenga de uma banda de 11 Kb
e auséncia da banda de 12 Kb conforme observado na amostra positiva para
INV-22 (INV-22) e 0 oposto € observada na amostra negativa para INV-22(N)
onde ocorre a presenca de uma banda de 12 Kb e auséncia da banda de 11 Kb.
M, marcador de peso molecular 1 Kb.

4.6.1.1.3. Deteccao da inversao do intron 22 do gene do fator VIl pela
técnica de PCR inverso (I-PCR).

A terceira técnica descrita por Rossetti et al. (2005) baseia-se na técnica do
I-PCR, no qual o DNA gendmico é digerido e posteriormente adiciona-se T4 DNA
ligase para a formacao de um DNA circular, B-rings (self-ligated Bcll fragments),
e finalmente submetido a uma reagdo de PCR contendo trés primers especificos

para a deteccao da inversdo(Figura 14).
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Normal B-ring Inv-22 B-ring 20Kb

||U 487 pb |[J ||U 559 pb E[J

Figura 14. Esquema da I-PCR para analise da INV-22. Dois B-rings (fragmentos
gerados pela digestdo com a enzima Bcll e posteriormente ligados pela enzima
T4 ligase) sao descrito: a esquerda, um anel de 21,5 kb que corresponde a uma
copia sem a INV-22 (B-ring normal); direito, um anel de 20 kb que corresponde a
uma copia com a INV-22 (B-ring alterado). Cada anel é especificamente
reconhecido por uma amplificagdo por PCR especifica (parte inferior do painel).
Detalhes do PCR: B-ring normal gera um fragmento de 487 pb com os primers Ul
e ID; B-ring com a INV-22 gera um fragmento de 559 pb com os primers Ul e ED.
Locais de cada primer, o sito de reconhecimento da enzima Bcll (B) e os
tamanhos do fragmentos da PCR sao indicados. (Figura baseda em Rossetti et al.
2005).

O S-PCR demonstrou ser uma técnica rapida cujo resultado é obtido em 24
horas, no entanto sua reprodutibilidade ndo é alta e hd a necessidade de grande
concentracdo de DNA. Por este motivo passamos a utilizar a técnica do I-
PCR pela qual obtivemos resultados em 24 horas com grande reprodutibidade. A
técnica do I-PCR iniciou-se com a digestao de 1-2 ug de DNA genémico com 10
unidades da enzima Bcl-I durante um periodo de 4 horas a 55°C. Este periodo
ndo deve se estender por muito tempo para evitar a perda das terminagdes
coesivas geradas pela enzima. Apds o periodo de incubacdo, o DNA foi extraido
com 200 pL de fenol e 200 pL de cloroférmio / alcool isoamilico (1:24) e
centrifugado por 5 min. a 12.000 rpm, o sobrenadante foi transferido para um
novo tubo e o DNA precipitado com 500 pL de etanol absoluto e 0,3M de NaCl. A
extracdo pode ser feita com kit GFX (Amersham Biosciences, England, UK). O
DNA circular contendo parte do gene do FVIII foi sintetizado utilizando-se 5U da

enzima T4 DNA ligase (Fermentas International Inc., Canada) com incubacao a
88



15°C durante 16 horas. Apbés o periodo de incubagdo o DNA, foi extraido
conforme a técnica do kit GFX, ressuspendendo-o em 30 pL de agua. 6 pL desta
solucao foram utilizados para realizacdo da PCR com a mistura: 2,5 uL de buffer;
1,5 mM MgCly; 0,5mM de cada dGTP; 2,5 U da enzima Taq polimerase e 1,5 mM
de cada primer (Tabela 3). Ap6s 5 minutos de desnaturacao a 94°C, a reacao foi
obtida com 35 ciclos: 94°C 307, 55°C por 60", 72°C por 90”. A reacao foi analisada
com eletroforese em gel de agorose 1% a 100V. Os fragmentos de 559pb indicam
a presenga da inversao do intron 22 e os fragmentos de 487 pb a auséncia
(Figura 15).

Tabela 3. Sequliéncia de primers utilizados na I-PCR.

Primer Sequéncia 5' - 3'
IU (Intragenic Upstream) CCTTTCAACTCCATCTCCAT
ID (Intragenic Downstream) ACATACGGTTTAGTCACAAGT
ED (Extragenic Downstream) TCCAGTCACTTAGGCTCAG

Figura 15 Deteccao da inversao do intron 22 do gene do fator VIII pela
técnica de PCR inverso (I-PCR). Eletroforese em gel de agarose 0,6%, onde a
presenca da inversdo do intron 22 pode ser confirmada pela presenca de uma
banda de 559 pb (1: pacientes com a inversdo do intron 22) e na auséncia da
inversdo observa-se apenas uma banda de 487 pb (2, 3 e 4: paciente hemofilico
sem inversdao). M: marcador de peso molecular de 100pb, B: branco da
reacao(reacao sem amostra de DNA).
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4.6.1.2. Deteccao da inversao do intron 1 do gene do fator VIIl.

A andlise para a inversao do intron 1 foi realizada por meio de duas
reacdes de PCR (Bagnall et al., 2002). Essa técnica tem como vantagem ser

rapida e simplificada. A Tabela 4 relaciona os primers utilizados.

Tabela 4. Primers para analise da inversao do intron 1.

Primers Sequéncia (5’- 3’)

9cR CTA GCT TGA GCT CCC TGT GG

9F GTT GTT GGG AAT GGT TAC GG
Int1h-2F GGC AGG GAT CTT GTT GGT AAA
Int1h-2R TGG GTG ATA TAA GCT GCT GAG CTA

As reacoes de PCR foram realizadas a partir de 100 ng de DNA gendmico,
em 25 ulL de reagéo contendo: 2,5ulL tampé&o da enzima Taq polimerase (200 mM
Tris-HCI, pH 8.4, 500 mM KCI) 1,5 mM MgCly; 5% DMSO; 0,5mM de cada dNTP;
2,5 U da enzima Taq polimerase e 0,2 mM de cada primer sendo:

e Int1h-1: primers 9F + 9cR + int1h-2F
e Int1h-2: primers int1h-2F + int1h-2R + 9F

Apbs 2 minutos de desnaturagédo a 94°C, a reacéo foi obtida com 30 ciclos
de: 94°C 307, 65°C por 307, 72°C por 120”. A presenga da inversao intron 1 gera
uma banda de 1,323 Kb na presenca dos primers Int1h-1 e de 1,776 Kb na
presenca primers Int1h-2, conforme representado nas Figura 16 e Figura 17.
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Int1h-2F Int1h-2R FVII 9F 9cR
— — —_—
A TEL éxon 1 éxon2 1+—— CEN
Int1h-2R 9F FVIII Intth2F  9cR
— —
Intlhl Int1h2
Controle | Inversao Portadora | Controle | Inversdo Portadora
1,776Kb e | e | I 1,908Kb

Figura 16. Representacao da inversao do intron 1 do gene fator VIIl. Diagrama
normal (A) e na presenca da inversdo do intron 1 (B). A amplificacdo de Int1h-1 (9F
+ 9cR + int1h-2F) gera no controle normal uma banda com 1,191 kb e na presenca
da inversdo uma banda com 1,776 kb. Ao contrario, a amplificacao de Int1h-2 (int1h-
2F + int1h-2R + 9F) gera no controle normal uma banda com 1,908 kb e com a
presenca da inversdo uma banda com 1,323 kb.

Iintlh-1 Intlh-2

A A
'|

[ [
N Por INV1 N Por INV1

'.

Figura 17. Deteccao da inversao do intron 1 do gene do fator VIIl. Eletroforese em
gel de agarose 0,6%, onde a presenca da inversdo do intron 1 pode ser confirmada
pela presenca das bandas de 1,776 Kb(Inth-1) e 1,323Kb(Inth-2); a auséncia das
bandas de 1,191 Kb(Inth-1) e 1,908(Inth-2), conforme observado nas amostras de
paciente com inversao do intron 1 (INV1) e de portadora da inversdo do intron 1 do
gene do fator VIII (Por). N, controle normal.
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4.6.1.3. Determinacado da mutacao associada a hemofilia A por
seqlienciamento automatico do gene do fator VIII.

Para os casos de hemofilicos A grave que apresentaram resultados
negativos para as inversées do intron 22 e intron 1 e para todos os casos de
hemofilia A moderada e leve, regides especificas do gene do fator VIII foram
avaliadas por de sequenciamento automatico. Nesse caso os produtos de PCR
sao realizados a partir de 100 ng de DNA gendmico isolado de leucdcitos, com a
mistura: 25ulL de buffer da enzima Taq polimerase; 1,5 mM MgCly; 0,5mM de
cada dGTP; 2,5 U da enzima Taq polimerase e 0,2 mM de cada primer conforme
descrito na Tabela 5.

Apos a amplificagéo das regides especificas do DNA pela técnica de PCR,
50 pL produto amplificado foi purificado, utilizando-se um kit, GFX PCR DNA and
Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences, England, UK). O produto
purificado foi quantificado em gel de agarose com marcador de quantificacao (Low
DNA Mass Ladder, Califérnia, EUA) para avaliar a concentracdo do produto
amplificado. Em seguida, foi realizada a reacao de sequenciamento, utilizando o
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin Elmer Applied
Biosystem, CA, EUA), de acordo com instrucbes do fabricante, para posterior
eletroforese em sequienciador automatico (ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer.
Perkin Elmer Applied Biosystem, CA, EUA) e analise das sequéncias.
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Tabela 5. Relacao de primers para sequenciamento do gene do fator VIII.

Exon 'Seqiiéncia (5-3) Fragmento  2r og | Eyon 'Seqiiéncia (5-3) Fragmento 2 o
(pb) (pb)
GCTCCTGTTCACTTTGACTT GAGAACCTCTAACAGAACGT
1 608 56 14A 1252 56
AGCATCCACAACCATCCTAAC CTGTTGGACCATTTCCATGT
TGAAGTGTCCACCAAAATGA ATGCTACAGCTTTGAGGCTA
2 207 56 14B 1085 56
TACCCAATTTCATAAATAGC AGATGAGAAGAGTTGTCTTG
GTACTATCCCCAAGTAACCT ATTGCAAAGGTATCATCATT
3 208 56 14C 1029 56
TATTCATAGAATGACAGGAC AGCAGAGCAAAGGAATAACC
ACAGTGGATATAGAAAGGAC CACCTAGGAAAAATGAGGATG
4 295 56 15 314 56
TGCTTATTTCATCTCAATCC AGTGGGAATACATTATAGTC
CTCCTAGTGACAATTTCCTA AGCATCCATCTTCTGTACCA
5 187 56 16 456 56
AGCAGAGGATTTCTTTCAGG TTGCACGTAGGATAAATATC
CATGAGACACCATGCTTAGC AATCCACTCTGGTTCATAGG
6 220 56 17-18 778 56
CTGGTGCTGAATTTGGAAGA ACTGATTGTGTTCCCAGTGC
TCAGATTCTCTACTTCATAG GCAAGCACTTTGCATTTGAG
7 225 56 19 197 56
GAAACTGTGCAAGGTCCATC GCTGAGTAGGTAGGGAACCT
CTCTGGTATAGGACAGCCTA TTGTGCACTCTAGTTACTGT
8 356 56 20 155 56
AGAGAGGTACAATAGTCAAA ATAATCAGCCCAGGTTCTTG
AGAGTTGGATTTGAGCCTAC GACTAACCCAGCTGAATTTA
9 284 56 21 181 56
CAGACTTTTTCTTCTTACCT GAGTGAATGTGATACATTTC
AGCCTCAAATTACTATAATG 58 TCAGGAGGTAGCACATACAT
10 347 + 22 288 56
ACTTTAGACTGGAGCTTGAG DMSO GTCCAATATCTGAAATCTGC
CATGATTATCAATATGTGGC CTCTGTATTCACTTTCCATG
11 334 56 23 214 56
GGATCCGACATACACTGAGA GATATTGGATGACTTGGCAC
CTAGCTCCTACCTGACAACA GCTCAGTATAACTGAGGCTG
12 283 56 24 249 56
GACATCACTTTGATTACATC CTCTGAGTCAGTTAAACAGT
CATATAATAATTCCTAATTG GAATTTCTGGGAGTAAATGG
13 368 53 25 322 56
AGAGCATACGAATGGCTAGT GCTTACCTTTACTTTGCCAT
ACTGGAAACAACTAGAAGTG 57
26 317 DMSO
TTAGCACAAAGGTAGAAGGC +

1. Seqliéncia conforme Arruda e col. (1995).

2. Temperatura de hibridizagao.

93



4.6.1.4. Frequiéncia dos haploétipos do gene do FVIII

A genotipagem para os SNPs R484H, R776G, M2238V e D1241E do gene
do FVIII, que determinam os haploétipos H1, H2, H3, H4, H5 e H6 do FVIII,
conforme descritos por Viel et al. (VIEL, et al, 2007) foi realizada por
seqlenciamento direto do DNA gendmico do FVIIl. Os primers utilizados foram os
mesmos descritos na Tabela 5, sendo eles: éxon 10 (R484H), éxon 14(R776G e
D1241E) e (M2238V) .

4.6.2. Estratégia para deteccao de mutacoes associadas a hemofilia B.

Em contraste com as mutagbes no gene do FVIIl, ndo hd nenhuma
mutacao de elevada prevaléncia no gene do FIX para direcionar um programa de
rastreamento inicial dos casos de hemofilia B. Desta forma a analise por
sequenciamento direto do DNA gendmico do FIX, pareceu ser a melhor
estratégia. Os primers utilizados para a analise do gene do fator IX estdo
relacionados na Tabela 6. As técnicas empregadas sao as mesmas descritas para

0 sequenciamento do fator VIII, anteriormente descritas.
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Tabela 6. Sequiéncias dos primers utilizados na amplificacao das diferentes

regioes do gene do fator IX

Regiao Primers Sequéncia (5’-3’) Posicio'  Produto T. Hibrid.?
promotor TCACTTGTCCCAAGAGGCCA -115 A -96
A 271 pb 60°C
éxon 1 GGCAAGCATACTCAATGTAT 156 A 137
éxon 2,3 AAGACTTTCTTAAGAGATGT 6246 a 6265
B 499 pb 56°C

intron 2 ATATGTTTCATATATTAGCT 6745 a 6726

éxon4-F  GCATTCTAAGCAGTTTACGT 10342 a 10361
C 209pb  60°C
éxon4-R  CAGAGGGAAACTTTGAACCA 10551 a 10532

éxon 5-F GCATGTTAAATGATGCTGTT 17626 a 17645
D 225 pb 60°C
éxon 5-R ATGCTGAAGTTTCAGATACA 17851 a 17832

e éxon 6-F GTTCCATTTGCCAATGAGAA 20308 a 20327 310 ob 60°C
éxon6-R  CCTGTGTCTTGCCAGCTGAGC 20618 a 20598 P

£ éxon 7-F TGTATTATGCAGTAAGAGTC 30001 a 30020 194 ob 58°C
éxon 7-R AGCTAGTGGTGCTGCAGATT  30195a30176 P

éxon8F  TCTGTGTATGTGAAATACTG 30769 a 30788
G 662pb  60°C
éxon8R  GTTAGTGAGAGGCCCTGTTA 31431 a31412

1. Numero de acordo com Yoshitake e col. (1985)
2. Temperatura de hibridizagéao

4.7. Extracao de RNA a partir de células mononucleares sangiiineas
4.7.1. Separacao das células mononucleares circulantes

As amostras de RNA dos pacientes foram extraidas a partir de células
mononucleares circulantes. O método de isolamento de células mononucleares a
partir de amostras de sangue total utilizou uma mistura de polissacarideos de alto
peso molecular, o reagente Ficoll-Paque Plus® (Amersham Biosciences), descrito
por Boyim (1968).

Amostras com 20 mL de sangue total, coletado com anticoagulante EDTA,
foi cuidadosamente transferido para um tudo de polipropilenol de 50 mL contendo
um volume de 15 mL de Ficoll-Paque Plus. Apés a centrifugacdo a 1.500 rpm por
30 minutos foi possivel visualizar a formacao de trés fases bem distintas. Na fase

superior encontra-se o plasma, na interfase, entre a fase superior e a fase
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intermediaria encontram-se as células mononucleares, em seguida o Ficoll-Paque

Plus e logo ap6s a mistura de eritrocitos e granulécitos (Figura 18).

Plasma <+—

Células mononucleadas
Ficoll “

Eritrocitos e -
gra

Figura 18. llustracao da formacao de trés fases para a separacao de células
mononucleadas. Foi utilizado nesse processo o método de separagdo por do
reagente Ficoll-Paque Plus.

A fase contendo o plasma foi descartada para facilitar a coleta das células
mononucleadas sendo estas transferidas para um novo tubo. O excesso de Ficoll-
Paque Plus foi removido e as células foram ressuspendidas gentilmente em trés
vezes 0 seu volume de tampéao fosfato-salina (PBS) (136,7mM NaCl; 2,68mM
KCI; 8,1mM NaxHPO4 e 1,46mM KH2POg4 seguindo-se a centrifugagdo a 1.500
rom por 10 minutos. Descartou-se o sobrenadante prosseguindo com preservacao
das células com RNAlater RNA Stabilization Reagent® (QIAGEN), que dispensa a
necessidade de congelamento das células, sem prejudicar a posterior extragao do
RNA.

4.7.2. Extracao do RNA de células mononucleares circulantes

A solucédo formada pelas células mononucleares suspensas no reagente do
RNAIlater RNA Stabilization Reagent® (QIAGEN), foi centrifugada a 2.000 rpm por
5 minutos e o reagente foi removido. O pellet de células formado foi entdo
utilizado para extracdo do RNA pelo Kit RNeasy® (QIAGEN, USA). Este kit
baseia-se na utilizacdo de uma solucdo tampdo contendo isotiocianato de
guanidina que promove a desruptura celular, com posterior adicdo de etanol, o
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qual promove condigbes para uma ligacao seletiva do RNA a uma membrana de
silica-gel. Uma vez o RNA estando ligado a membrana basta a eluicdo com agua
livre de RNAse para recuperacado do RNA altamente purificado.

A concentracdo do RNA foi determinada no aparelho NanoDrop® ND-1000
UV-Vis (NanoDrop Technologies, USA) com valor padrao, 1 ABS 260nm = 40
pg/ml de RNA e o grau de pureza pela relagdo ABS 260/280nm, que deve estar
na faixa de 1,8-2,1.

A qualidade do RNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose
contendo o agente desnaturante formaldeido, eliminando desta forma o efeito das
estruturas secundarias. A amostra de RNA foi diluida em uma solugdo tampao
contendo 6,5 % de formaldeido, 50% de formamida deionizada, 5% de Ficoll-
Paque Plus e, posteriormente, carregada no gel. A eletroforese foi realizada com
um tampao de corrida contendo 0,1M de 3-(n-morpholino) propan sulfonic acid
(MOPS), 0,05 M EDTA, pH 8,0, e 0,3M CH3COONa em uma cuba previamente
tratada com H>O, 3% para evitar possivel degradacédo do RNA. O gel visualizado
em transluminador ultravioleta deve apresentar as bandas 18S e 28S bem

distintas para demonstrar a qualidade do RNA (Figura 19).

b

Figura 19. Analise da qualidade do RNA extraido. Eletroforese em gel de
agarose 0,8% com agente desnaturante formaldeido. Amostras dos pacientes
1-8 apresentando as bandas 18S e 28S.

4.8. CodelLink bioarrays
Para a triagem simultdnea de diversos genes foi utilizado a plataforma
CodeLink Human Whole Genome Bioarrays (Amersham Biosciencies Piscataway,

USA) que é constituida por 55.000 oligonucleotideos derivados de genes

97



humanos depositados no GenBank, Unigene e RefSeq. Cada slide possui ainda
380 negativos assim como 360 seqUéncias bacterianas como controles positivos.

Para cada paciente selecionado foi hibridizado um bioarrays, sendo
utilizada como sonda o RNA extraido de células mononucleadas a partir de
sangue total. Apds a hibridizagdo os bioarrays foram scaneados e analisados pelo
programa GenePix Pro (Molecular Devices, USA) e CodeLink.

4.8.1. Preparacao das amostras de cDNA e subseqiiente cRNA para
hibridizacao nos bioarrays.
4.8.1.1. Sintese do cDNA

Para sintese da primeira fita de DNA complementar (cDNA) foi preparado
uma solucdo contendo 6 diferentes RNAm bacterianos (0,1pg/uL de araB, entF,
fixB, gnd, hisB e leuB) que serviram para controle da marcacdo da sonda,
hibridizacdo da lamina e sensibilidade do experimento. Para cada amostra foi
montado um experimento que continha: 1ug de RNA extraido do paciente; 1uL de
RNAm controle bacteriano (0,6 pg), TuL T7 Oligo (dT) primer (5 mM) e o volume
foi completado com agua livre de nuclease para um volume final de 12 uL. A
reacdo foi incubada a 70°C por 10 minutos para eliminar possiveis estruturas
secundarias e imediatamente colocado no por gelo 3 minutos. Foram adicionados
2 uL de tampéo da primeira fita 10X; 4 uL de dNTP Mix 5 mM; 1 pL de inibidor de
RNAse e 1 uL de transcriptase reversa. A reacao foi incubada a 42°C por 2
horas.

Para sintese da segunda fita de cDNA foram adicionados 63 uL de agua
livre de nuclease, 10 uL do tampé&o da segunda fita, 4 ul de dNTP Mix 5mM, 2 uL
DNA polimerase e 1uL de RNase H. As amostras foram incubadas a 16°C por 2

horas.
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4.8.1.2. Purificacado da dupla-fita de cDNA

Para purificagdo do cDNA utilizou-se o kit iPurify cDNA and cRNA® (GE
Healthcare Companies, USA) que se baseia na ligagcdo do DNA a uma silica-gel
em presenca de um solucdo de alta concentragdo de sal. O cDNA é recuperado

com a adicao de 20 pL de agua livre de nuclease.

4.8.1.3. Sintese da sonda biotinilada de cRNA

A sintese do RNA complementar (cCRNA) foi realiza com a adi¢édo de 12 uL
de biotina-NTP mix, 4 uL do tampéo da enzima T7 10X e 4 uL do mix da enzima
T7 as amostras de dupla fita de cDNA. A solucao foi entdo incubada por 14 horas

a 37°C em uma estufa de hibridizagéo.

4.8.1.4. Purificacao da dupla-fita de cRNA

Para a purificagdo do cRNA também foi utilizado o kit iPurify cDNA and
cRNA® (GE Healthcare Companies, USA) sendo o cRNA recuperado com a
adicdo de 100 uL de agua livre de nuclease. Sendo a alta qualidade do cRNA
critica para um experimento preciso e reprodutivo as amostras foram analisadas
no aparelho NanoDrop® ND-1000 UV-Vis (NanoDrop Technologies, USA) tendo
como valor padréo estabelecido, 1 ABS 260nm = 40 ug/ml de RNA e o grau de
pureza determinado pelo valor da razdo ABS 260/280nm, que deveria estar na
faixa de 1,8-2,1. A integridade do cRNA foi verificada em gel desnaturante de
agarose usando como controle uma amostra de RNA total.

4.8.1.5. Fragmentacao do cRNA

Para a fragmentacdo do cRNA, 10 ug da amostra de cRNA foram
misturadas com 5 puL de tampéao de fragmentacdo (CodelLink Gene Expression
System-GE, USA) e o volume total de 25 uL completado com agua livre de
nuclease e incubado a 94°C por 5 minutos. Posteriormente foram adicionados 78
uL de tampéo de hibridizacdo componente A (CodeLink Gene Expression System-

GE, USA), 130 uL de tampéao de hibridizagdo componente B (CodelLink Gene
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Expression System-GE, USA) e completados para 260 uL com &gua livre de
nuclease. A reagdo foi incubada a 90°C por 5 minutos e imediatamente
refrigerada em gelo por um periodo de 5-30 minutos.

4.8.2. Hibridizacao dos bioarrays

Um total de 250 uL da reag&o obtida com a fragmentacdo do cRNA foi
injetado em cada bioarray e estes foram selados com adesivos proprios para
evitar evaporacao. Os bioarrays foram hibridizados em uma incubadora a 37°C e
agitacao constante de 300 rpm por 19 horas.

Apés este periodo, os adesivos que protegiam as camaras de hibridizacao
de cada bioarray foram removidos e cada bioarray foi posto em um reservatério
contendo tampao TNT 0,75X (0,075 M Tris-HCI, pH 7,6; 0,11 M NaCl e 0,037%
Tween-20) a temperatura ambiente. Posteriormente, os bioarrays foram
transferidos para um novo reservatoério contendo tampao TNT 0,75X pré-aquecido
a 65°C e mantido nesta temperatura por exatamente 1 hora. Imediatamente os
bioarrays foram transferidos para um reservatério contendo Cy5-estreptavidina (2
ug/mL) e 3,4 mL de tamp&o TNB (0,1M Tris-HCl-pH 7.6; 0,15M NaCl e 0,5% do
reagente de bloqueio NEM (PerkinElmer-USA)) e incubados em temperatura
ambiente por 30 minutos. Para evitar a degradacao do fluoréforo, o reservatorio
foi protegido da luz. Os bioarrays foram entdo submetidos a um série de 4
lavagens em solugdo de TNT 1X (0,1 M Tris-HCI, pH 7,6; 0,15 M NaCl e 0,05%
Tween-20) com duragdo de 5 minutos cada, e uma vez em solugcao SSC 0,1X
(NaCl 3M e NazCgHs07) e 0,05% Tween-20 com duracdo 30 segundos e
imediatamente secos por centrifugagdo a 2.000 rpm por 3 minutos € mantidos
protegidos da luz até o escaneamento.

4.8.3. Escaneamento dos bioarrays.

Os bioarrays foram scaneados no scaner GenePix 4.000B (Molecular
Devices, USA) seguindo os parametros estabelecidos pelo fabricante
(wavelength: 635 nm; PMT voltage: 600 V; laser power: 100%; pixel size: 5 ym e

l6cus position 0 um). Os dados gerados pela intensidade de cada spot foram
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coletados pelo programa GenePix Pro (Molecular Devices, USA) (Figura 20).
Apds a coleta o programa invalidou automaticamente os spots irregulares. O
programa CodelLink normalizou os resultados com relagdo a mediana e analisou
os controles positivo e negativos verificando se esses apresentaram resultados
esperados.

O fabricante recomenda que para bioarrays de genoma completo a
quantidade de spots L (préximo ao background) esteja entre 30% a 60% do valor
total e que a quantidade de spots C (contaminados), | (irregulares) e S (saturados)

seja menor que 1%.

Figura 20. Imagem parcial resultante dos bioarrays apos escaneamento.

4.9. Analise da expressao génica pela técnica de PCR quantitativo em tempo real (RT-
PCR)

O método de PCR quantitativo em tempo real (RT-PCR) € utilizado para a
avaliacao da expressao génica. A expressao € dita relativa porque leva em
consideracao também a expressdo de controles endégenos como, beta-actina e
GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase). A técnica consiste no
monitoramento Optico da fluorescéncia emitida durante a reagédo da PCR (Higuchi
et al., 1993), pela da ligagcdo de uma sonda especifica ou um corante, na fita

recém-sintetizada.
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4.9.1. Selecao dos genes de interesse para confirmacao pela técnica de RT-
PCR.

Baseado nos resultados da triagem obtida com os bioarrays e em genes
previamente descritos como correlacionados ao maior risco para o
desenvolvimento de inibidores (Hwang et al. 2008), foram selecionados os genes
para avaliacdo quanto a intensidade de expressado. Para isso foi utilizada a
técnica de RT-PCR.

4.9.1.1. Desenho dos primers para a reacao.

Os primers utilizados nas reacdées de RT-PCR foram desenhados com o
uso do site www.idt.com e com o software Primer Express (Applied Biosystems) e
estdo listados na Tabela 7. Suas sequéncias foram baseadas na seqiéncia dos
genes selecionados por meio da plataforma CodeLink. Além desses foram
incluidos outros trés genes que apresentaram expressao diferenciada no trabalho
desenvolvido por Hwang e col. (2008): IL-8; C4BPA e CXCL9. Esses genes
inicialmente ndo demonstraram uma expressao diferenciada em nossos
resultados obtidos com a plataforma “CodeLink”.

Os fragmentos desenhados foram submetidos ao programa Blast
(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para confirmar homologia com o gene de interesse.
A formagéo de estruturas como hairpins e dimers também foram avaliadas com o

programa Gene Runner (versdo 3.5 Hastings Software, Inc.).
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Tabela 7. Seqliéncia do primers e tamanho dos fragmentos amplificados para
cada gene analisado por RT-PCR

Tamanho do
Gene liénci j -3’
Sequéncia do primer 5°-3 fragmento
LYPLA3 LYPLA3-345F -TGACTGCTGGATTGACAATATCA 85 pb
LYPLA3-429R-GACACGTACATCCACACCATCA
CAMKA CAMK1-553F- GCTGGATGCTGTGAAATACC 116 pb

CAMK1-669R- CCAAAGTCGGAGATCATGA
PDE4A PDE4A -1149F-CTTCCAGAACCTCAGCAA 142 pb
PDEA4A -1287R-GCTGGTCACTTTCTTGGT
CST7-622F- CACACCTTGAAGCAGACT
CST7-756R- CTGGTGTTTGTCATGGCT
IL18RAP IL18RAP-1785F-CCCTGAGCCTATTTCCTGAT 96 pb
IL18RAP-1880R-CTTCTGCATACACTCCTCCT

PTGS1-1454F-TCCAGGAGCTCGTAGGA

CST7 137 pb

PTGST 83 pb
PTGS1-1533R-GTAGAACTCCAACGCATCA

10 IL10-375F- AAGGCGCATGTGAACTCCCT 104 pb
IL10-478R-TCCACGGCCTTGCTCTTGTTT

CABPA C4bpa-822F- TTGGGCCATGCCTCCATTTCTT 102 pb

C4bpa-923R-ATCTGGCTTGCGACAGGTGATT

CXCL9* Cxcl9 -68F- TGGGCATCATCTTGCTGGTTCT 86 pb

Cxcl9 -153R-TTGGTTGGTGCTGATGCAGGAA

IL8* IL8-277F-CACACTGCGCCAACACAGAAAT 91 pb
IL8-367R-ACAACCCTCTGCACCCAGTTT P
GAPDH GAPDH_RT-173F- GCACCGTCAAGGCTGAGAAC 89 pb
GAPDH_RT-CCACTTGATTTTGGAGGGATCT
Beta Beta Actina_ RT-335F AGGCCAACCGCGAGAAG

i 79 pb
Actina  Beta Actina_RT-413R ACAGCCTGGATAGCAACGTACA P

*Genes que apresentam expressao diferenciada segundo Hwang e col., 2008.

4.9.1.2. Concentracao dos primers

A concentracéo ideal de primer a ser utilizada em RT-PCR, deve ser a
minima suficiente para permitir a duplicacdo de todas as cdpias do material a
cada ciclo de reacdo. Desta forma, utilizando a mesma quantidade de amostra,
foram feitas reagdes contendo cada um dos primers (sense e anti-sense) nas
concentracdes finais de 150 nM, 300 nM e 600 nM. A concentracédo ideal foi
aquela em que o gene de interesse obteve o menor valor de Ct (ciclo de
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threshold), ou seja, foi a concentragdo em que o gene foi amplificado mais
precocemente. Na Tabela 8 estdo listadas as concentragcbes dos primers

utilizados na amplificagdo dos genes de estudo.

Tabela 8. Concentracao ideal de cada par de primer obtida com a padronizacao
do RT-PCR.

Genes Concentracao utilizada
LYPLA3 600 nM
CAMK1 150 nM
PDE4A 150 nM
CST7 150 nM
IL18RAP 150 nM
PTGS1 150 nM
IL-10 150 nM
C4BPA* 150 nM
CXCL9* 150 nM
IL-8* 150 nM
GAPDH 150 nM
Beta Actina 150 nM

*Genes que apresentam expressao diferenciada segundo o trabalho de Hwang e col., 2008.

4.9.2. Padronizacao da reacao de RT-PCR

As amostras de cDNAs utilizadas na reacdo de RT-PCR foram
quantificadas em espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000 UV-Vis (NanoDrop
Technologies, USA). As reacbes foram feitas em duplicatas utilizando como
sistema de deteccdo o reagente SYBR™ Green PCR Master Mix® (Applied
Biosytems, USA). Esse sistema além de conter todos os reagentes necessarios
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para PCR (dNTPs, MgCI2, tampao, Tag Ampli-Gold), contém o corante SYBR
Green, uma molécula que emite maior quantidade de sinal fluorescente ao
intercalar com DNA dupla fita. Para cada gene analisado foram utilizados primers
especificos (Tabela 7).

A deteccdo da amplificacdo em tempo real foi realizada no equipamento
ABI 5700 Sequence Detector System (Applied Biosystems, USA) em graficos de
fluorescéncia versus numero de ciclos. Quanto maior a expressdao de um
determinado gene, isto é, quanto mais copias existirem dele no inicio da reagéo,
mais precocemente ocorrera a amplificacao e conseqlientemente, menor sera o
Ct (Figura 21).
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CXCL9
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Figura

Todas as amostras foram preparadas em 25 pl de volume final; sendo 12,5
ente SYBR Green PCR Master Mix® , 250 ng de cDNA de cada gene e

Ml do reag
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Cycle Number

21. Exemplificacao da analise da curva de amplificacao
(fluorescéncia versus numero de ciclos) apos a reacao de RT-PCR.
Exemplo utilizando os primers correspondentes aos genes CXCL9 e LYPLAS.
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a concentragdo otima de primer determinada (Tabela 8). Em todas as placas
foram pipetados controles negativos (NTC), ou seja, para cada primer avaliado
foram feitos pogos contendo agua estéril em substituicdo a amostra. As reacgdes
foram realizadas em placas de 96 pogos (Sorenson, BioScience Inc) com tampas
plasticas que permitem a passagem da luz. O programa foi iniciado a 95°C por 10
minutos, seguido de 40 ciclos: 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Ao
final de uma amplificacdo normal adiciona-se um passo de 20 minutos, no qual a
temperatura aumenta gradualmente de 60° para 95°C. A medida que os produtos
gerados por PCR desnaturam com o aumento de temperatura, cai o sinal
fluorescente do SYBR Green. O gréfico resultante permite verificar se ha um ou
mais produtos de PCR presentes em cada reacgéo, devido a diferencas de Tm
(temperatura de fusdao ou melting temperature) entre os produtos de PCR

causadas pelo numero e composicao de bases de cada produto.

4.9.2.1. Calculo da andlise de eficiéncia da reacdao de RT-PCR

A reacdo de RT-PCR precisa ser confidvel e reprodutiva. Para isso sao
necessarias condicoes 6Otimas de reacdo, onde as amplificagbes apresentem
100% de eficiéncia a cada ciclo da reacao de PCR. A eficiéncia de amplificacao é

obtida pela férmula 100"/s"pe)

, onde slope é derivado da inclinagdo da curva, e
esse valor quando aplicado a férmula de eficiéncia, tem que ser proximo a 2, que
significa que a cada ciclo de amplificacdo o material gendmico esta sendo
duplicado e isso equivale a 100% de eficiéncia (Meijerink et al., 2001). Na Figura
22 estao representadas como exemplo as curvas de eficiéncia dos primers

LYPLA3 e CXLC9 utilizados neste estudo.
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LYPLA3

CXCL9

Figura 22. Exemplificacdo da analise da eficiéncia da amplificacao do
RT-PCR. Exempilo utilizando os primers para os genes CXCL9 e LYPLAGS.
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4.9.3. Analise dos resultados do RT-PCR

A expressao dos genes de interesse foi determinada de forma relativa, ou
seja, os valores de expressao sdo normalizados em relagcdo a genes chamados
de “controles enddégenos”. Neste trabalho foi utilizado o gene da beta actina (3-
actina) e GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase), que sao genes cuja
expressao € dita constitutiva, ou seja, apresentam pouca variacao entre diversas
condigdes.

Os valores de Ct (ciclo de threshold) de cada gene foram obtidos em
duplicata, dessa forma foram calculadas as médias aritméticas para cada amostra
por gene estudado. Em seguida foi obtido o valor de delta Ct (ACt), que consistiu
na subtracdo do menor Ct de um gene de uma determinada amostra com o0s
demais Cts desse mesmo gene de outras amostras estudadas. O “Q” valor
corresponde a 2°°". Os valores de Q dos genes B-actina e GAPDH de cada
amostra analisada foram submetidos ao programa geNorm (Vandesompele, et al.,
2002), que calculou a média geométrica entre eles, denominado de Fator de
Normalizacdo da amostra. A expressdao normalizada de um dado gene de
interesse em uma determinada amostra foi dada pela razao entre o valor de Q do
gene de interesse da amostra pelo fator de normalizacao da amostra. O valor

obtido foi expresso em unidades arbitrarias (UA) ou valor absoluto de expresséao.
4.10. Analise estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando o teste nao
paramétrico de Mann-Whitney, com uma significancia estabelecida de p<0,05.
Todos os calculos foram realizados utilizando-se o programa GraphPad InStat
(verséo 3.05 GraphPad Software, Inc.).
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5. Resultados




5. RESULTADOS
5.1. Dados demograficos dos casos incluidos

Foram incluidos 411 pacientes com hemofilia provenientes das cinco
regides territoriais do Brasil (Figura 23), sendo 23 casos do Hemocentro do Acre
(Hemoacre), regiao Norte; 20 do Hemocentro da Bahia (Hemoba), regido
Nordeste; 40 do Hemocentro do Mato Grosso (Hemomat), regido Centro Oeste;
70 do Hemocentro do Parana (Hemepar), regido Sul e 258 do Hemocentro da
UNICAMP, Campinas, SP, regidao Sudeste (Tabela 9).

Hemoacre (23)

Hemomat (40)

Hemoba (20)

Hemocentro UNICAMP (258)

Hemepar (70)

Figura 23. Distribuigdo dos casos de hemofilia incluidos no estudo, de acordo
com centro e regido territorial de origem. O valor entre os () representa o total
de pacientes de cada regiao.
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Dentre os 411 pacientes incluidos no estudo 321 (238 familias) foram
confirmados com diagnéstico de hemofilia A e 90 (59 familias) como hemofilicos
B. Os pacientes foram analisados em relagdo a presencga de inibidores contra
FVIIl ou FIX. A presenca de inibidores (acima de 0,6 UB/mL em no minimo uma
ocasido), foi detectada em 46 dos 220 hemofilicos A graves (21,2 %) sendo que
36 foram diagnosticados com inibidores de alta resposta. Nao foram identificados
inibidores entre os pacientes hemofilicos A moderados e leves assim como entre

os pacientes hemofilicos B.

Tabela 9. Distribuicao dos casos incluidos de acordo com diagnodstico e
procedéncia.

Hemofilia A Hemofilia B
Regiao N = 321 N =90
Grave Moderada Leve Grave Moderada Leve
Norte
Hemocentro do Acre (Hemoacre) 13 > 4 1
Nordeste
Hemocentro da Bahia (Hemoba) 2 ° 3
Centro-Oeste
Hemocentro do Mato Grosso 22 6 5 3 4
(Hemomat)
Sul
Hemocentro do Parana 43 9 3 2 8
(Hemepar)
Sudeste
Hemocentro da Unicamp 133 26 36 26 25 10
(Campinas-SP)
Total 220 43 55 35 33 18

Levando-se em conta o antecedente étnico, do total de 411 pacientes

incluidos, 50,85 % (209 / 411) foram classificados como caucaséides, 36,25 %
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(149 / 411), como negros e 9,49 % (39 / 411) como indios brasileiros. Entre
apenas os hemofilicos A, 51,40 % (165 / 321) eram caucasoéides, 36,14 % (116 /
321) eram negros e 9,66 % (31 / 321) eram descendentes dos indios brasileiros.
No entanto, essa proporcao foi diferente quando considerado os 46 pacientes
hemofilicos A com inibidor (acima de 0,6 UB/mL em no minimo uma ocasido),
onde 56,52 % (26 / 46) foram classificados como negros, 39,13 % (18 / 46) como
caucasbides e 4,35% (2 / 46) como indios brasileiros, de acordo com os critérios
étnicos adotados. Entre os 36 casos de inibidores de alta resposta, 20 (55,5 %)

eram negros.

5.2. Caracterizacao dos inibidores de acordo com a reatividade e classe
subclasse das imunoglobulinas.

Amostras de plasma de 30 entre os 46 pacientes positivos para a presenca
de inibidores, foram analisadas para a determinacdo da classe e subclasse de
imunoglobulina (lg) 19G1, 1gG2, 1gG3, 1gG4 e IgM a que pertence o inibidor. Essa
caracterizacao foi realizada pelo método de ELISA, tendo sido investigada a
reatividade em trés diferentes produtos comerciais de concentrado de fator VIII,
comumente utilizados em nosso pais para o tratamento da hemofilia A, incluindo:
a) concentrado de FVIII Octavi SD Optimun® (Octapharma-Franca); b)
concentrado de FVIII 8Y® (Bio Products Laboratory-Reino Unido); ¢) concentrado
de FVIII Hemofil® (Baxter Healthcare Corporation-USA).

Devido a falta de um padrao de normalidade que pudesse ser adotado para
a determinacdo dos valores e concentracdes de Ig encontradas (curva de
calibracao), foi adotado como critério a analise da positividade de acordo com as
diluicbes encontradas, sendo a amostra negativa quando a intensidade da
reatividade foi igual ou inferior ao controle negativo (BSA 4%) e positivo quando
superiores ao controle negativo. A intensidade de positividade variou de + a ++++
conforme as diluicbes utilizadas, sendo: + 1:10; ++ 1:40; +++ 1:80 e ++++ 1:320
(Lindegren et al., 2002).
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Entre os 30 casos analisados, foi possivel determinar a subclasse de Ig em
27 casos (Tabela 10). A maioria dos casos apresentou positividade para as
subclasses IgG1 e IgG4 simultaneamente (7 / 27). Outros 5 casos foram positivos
apenas para a classe IgG1 e 3 apenas para lgG4. Conforme ja demonstrado na
literatura, embora 9 casos tenham apresentado alguma positividade para a classe
lgG2, isso ocorreu em associacdo a lgG1 e/ou IgG4(Lindegren et al., 2002).
Apenas 3 casos foram positivos para IgG3 e novamente exclusivamente em
associacao a lgG1 e/ou IgG4. Isto sugere que dois subconjuntos de células T
helper estdo envolvidas, Th1 que secretam citocinas pré-inflamatérias, como o
intérferon-gama, fator de necrose tumoral e interleucina-2 que ajudam na sintese
de anticorpos fixadores do complemento, tais como as IgG1 e células Th2 que
secretam citocinas anti-inflamatérias com interleucina-4 e interleucina-10 que
podem estimular as células B a produzirem anticorpos tais como da subclasse
lgG4. Em nenhum dos casos houve reatividade a IgM.

Sobre a analise dos diferentes produtos, houve uma consideravel reducao
da reatividade ao concentrado de FVIII 8Y® (Bio Products Laboratory-Reino
Unido). Esse produto é classificado como de pureza intermediaria, ou seja,
apresenta consideravel concentracdo de FVW em sua composicdo. De fato, é
discutido que a presenca de FVW possa reduzir a atividade dos inibidores
(KALLAS, A. & TALPSEP, T. 2001), estando provavelmente relacionado ao fato
de “ocultar” possiveis epitopos ou alterar a conformacdo do FVIII quando ha
ligagéo entre FVIIl e FVW.
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Tabela 10. Caracterizacao dos inibidores de acordo com as subclasses de

imunoglobulinas.
1gG1 1gG2 19G3 19G4
Identificagdo *UB/mI | Il 1 | I m I I i
1 2,8 ++ -
2 115 ++ +++ ++ +H++ -t
3 14,5 + -
4 8 +++ + -
5 1,9 ++++ + + -
6 0,7  ++++ + -
7 0,75 ++ + -
8 0,95  +++ -
9 35 ++++ e+t -
10 384 + + At + -t
11 0,9 +4++ -
12 8,4 +++ ++ +++ + -+
13 5 ++ -
14 58 +H++ -
15 11,5 ++++ +4++ ++ -
16 11 ++++ ++++ -
17 1,4 + + -
18 2 ++++ -
19 0,6 4+t -
20 74  ++++ ++++ -
21 25 ++ +++ -
22 16 ++ +++ + -
23 155 + + +++ -
24 12,5 + + -
25 12 + + + ++ -+t
26 5,6 ++ ++ ++ + - +
27 40 ++++ ++++ - ++ ++++ -

Intensidade da reatividade de acordo com diluigdes: + 1:10; ++ 1:40; +++ 1:80 e ++++ 1:320.

I. concentrado de fator VIII Octavi SD Optimun® (Octapharma-Franga); Il. concentrado de fator VIII

8Y® (Bio Products Laboratory-Reino Unido); Ill.

Healthcare Corporation-USA). *UB/mL no momento da analise.
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5.3. Identificacao das alteracoes moleculares no gene do FVIIL.

A analise da presencga da inversdo do intron 22 e da inversdo do intron 1 foi
positiva respectivamente em 99 (45 %) e 5 (2,27 %) dos 220 pacientes
hemofilicos A graves. Entre os 116 pacientes com HA grave, negativos para as
INV-1 e INV-22, a mutacdo no gene do FVIII, relacionada a presenga de hemofilia
A foi determinada em 38 casos, pertencentes a 26 familias. Entre as mutacdes
identificadas entre as familias pacientes com HA grave, 10 mutagdes eram do tipo
stop condon, 12 do tipo missense e 4 do tipo frameshift. Oito mutacbes (2
missense, 4 stop e 2 frameshiff) ainda ndo foram descritas na literatura ou no

banco de dados de mutagdes para hemofilia A (http:/europium.csc.mrc.ac.uk).

Entre as familias pertencentes aos grupos de pacientes hemofilicos A moderados
e leves foram determinadas respectivamente 7 e 9 mutacbes, todas do tipo
missense. Esses dados estdo demonstrados na Tabela 11.

As mutacdes do gene do FVIII podem ser divididas entre alto risco e baixo
risco para o desenvolvimento de inibidores (Oldenburg et al., 2002). Entre os
casos de hemofilia A grave incluidos nesse estudo, 144 de 99 familias tiveram a
mutacéao identificada. Desses casos 33 (22,9 %) desenvolveram inibidor. Entre os
pacientes com inibidor, dos casos que tiveram a mutacao identificada, 100%
apresentaram mutacdes consideradas de alto risco para o desenvolvimento de
inibidor. Quando analisamos o total de casos com mutacbes definidas como de
alto risco para inibidor, 33/125 (26.4 %) apresentaram inibidor.
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Tabela 11. Mutac6es do gene do FVIII identificada em pacientes hemofilicos A.

Familia Tipo de HA Mutacéo Exon do gene FVIII
002 MODERADA p.H94R 3
004 MODERADA p.R1941Q 18
005 GRAVE p.N618D 13
010 LEVE p.L1789F 16
012 MODERADA p.H1848P 17
013 GRAVE €.2800_2802del 14
022 LEVE p.M2238V 25
023 GRAVE p.12262T 25
027 GRAVE p.R1997T 19
028 GRAVE p.R2147Stop 23
034 GRAVE p.R1941Stop 18
036 LEVE p.R2150H 23
039 LEVE p.R2159C 23
047 GRAVE p.R336Stop 8
049 GRAVE p.D56V* 2
051 GRAVE p.L1021Stop* 14
053 GRAVE p.R1997W 19
054 MODERADA p.R336STOP 8
055 GRAVE p.R1997W 19
057 GRAVE pG1751Vv* 15
060 GRAVE p.R336Stop 8
075 LEVE p.v266G 7
082 MODERADA p.v266G 7
083 GRAVE p.-M2238V 25
113 GRAVE c.4379_4380insA 14
116 MODERADA p.R372H 8
123 GRAVE p.H94R 3
141 GRAVE c.4866_4868del* 14
144 GRAVE p.G1659Stop* 14
152 GRAVE p.R1997T 19
160 GRAVE p.W2229Stop* 20
163 GRAVE p.R2307Stop 26
182 GRAVE p.R2116Stop 22
192 GRAVE p.w68Stop* 2
203 GRAVE p.R1997T 19
205 GRAVE €.3637_3639insA 14
207 GRAVE p.R1997T 19
221 GRAVE 156, 25_26 insA* 4

* Mutagéo néo descrita no banco de dados (http://europium.csc.mrc.ac.uk)
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5.4. Identificacao das alteracoes moleculares no gene do FIX.

Dos 90 pacientes (59 familias), a mutacdo no gene do FIX foi determinada
em 49 das 59 familias de pacientes com hemofilia B (Tabela 12). Entre as
mutacdes identificadas, 37 familias apresentaram mutagao do tipo missense; seis
do tipo stop codon, trés sitio de splicing, duas frameshift e uma na regiao
promotora. Seis familias apresentaram mutacdes (5 missense e 1 dele¢ao) ainda
ndo descritas no banco de dados de mutagbes para hemofilia B
(www.kcl.ac.uk/ip/petergreen/haemBdatabase.html/). Como era esperado cerca

de 54 % das mutagdes foram localizadas no éxon 8 do gene do FIX,
provavelmente por ser o maior éxon do gene do FIX, correspondendo a 23 % do
RNAm.
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Tabela 12. Mutagbes identificada em pacientes hemofilicos B

FAMILIA.  GRAU MUTACAO Exon FAMILIAT  GRAU MUTACAO Exon
001 GRAVE p. R29Stop 2 031 GRAVE p.R252Stop 8
002 GRAVE donor splice +7 033 GRAVE p.C361R 8
003 MODERADA p.T296M 8 035 MODERADA p.G190D 6
004 MODERADA pR248Q 8 036 MODERADA p.E224Stop 7
005 MODERADA pR248Q 8 037 GRAVE c.31107_3109del 8
006 MODERADA p.A233T 7 038 MODERADA p.D359H* 8
007 GRAVE p.W215G 7 040 MODERADA p.G190D 6
008 MODERADA p.M348V 8 042 MODERADA p.R333Q 8
009 GRAVE p.P367T 8 043 MODERADA  Donor splice + 4

010 GRAVE p.H221N 7 044 MODERADA p.M348V 8
011 LEVE p.R29Q 2 047 MODERADA p.R248Stop 8
012 LEVE PROMOTOR 061 MODERADA p.A390T* 8
013 GRAVE p.W215C* 7 064 MODERADA p.R248Q 8
014 MODERADA p.M348V 8 066 LEVE p.I382N 8
015 GRAVE p.C132R 6 076 GRAVE p.R180Q 6
017 GRAVE p.A248Stop 8 083 GRAVE p.CO5Y 5
018 GRAVE p.P116R 5 084 MODERADA p.A233T 7
019 GRAVE p.L326R 8 091 MODERADA pR248Q 8
021 MODERADA R248stop 8 092 LEVE pR248Q 8
022 GRAVE p.C18R 2 094 LEVE p.F321P 8
023 MODERADA p.P368T 8 096 GRAVE  ¢.31291 31297del* 8
023 MODERADA p.P368T 8 097 GRAVE p.W385C 8
026 GRAVE p.R180W* 6 098 LEVE p.K400N 8
028 MODERADA DONOR SPLICE 1 099 LEVE p.R248Q 8
030 GRAVE p.V231F* 7

*Mutacdes ndo descritas no banco de dados (www.kcl.ac.uk/ip/petergreen/haemBdatabase. html/).

5.5. Freqliéncia dos haplotipos do gene do FVIIl em pacientes hemofilicos A
graves e correlacao com o risco de inibidor.

Recentemente Viel et al. (2009) descreveram que a presenca de seis
haplétipos distintos (H1 a H6), determinados pela presenca de quatro SNPs
(R484H, R776G, M2238V e D1241E) no gene do FVII, contribuem
farmacogeneticamente para um risco elevado no desenvolvimento de inibidor em

negros norte-americanos (Viel et al., 2009).
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Nesse estudo, a andlise de 148 HA graves para a presenca dos seis
haplétipos demonstrou que o haplétipo H1 estava presente em 104 (70 %), H2 em
35 (24 %) e H3 em 9 (6 %). Nao foram observadas as alteracdes R484H e R776G
nestes pacientes, desta forma ndo ocorreu expressao dos H4, H5 e H6. Todos os
trés haploétipos foram expressos em negros com HA grave, com prevaléncia do
haplétipo H1 em 62 %, do H2 em 26 % e do H3 em 12 %. Em caucasdéides com
HA grave, apenas o haplétipo H1 e H2, sendo a prevaléncia de 74 % e 26 %,
respectivamente. Os casos com HA grave classificados como pertencentes ao
grupo de indios brasileiros apenas o haplétipo H1 foi identificado.

A Tabela 13 resume os resultados dos haplo6tipos do FVIII, e a prevaléncia
do inibidor em cada grupo étnico. Dos 148 HA graves analisados, 38 (25,6 %)
apresentaram inibidores > 0,6 UB/mL detectado em pelo menos um momento. A
prevaléncia do inibidor foi maior entre os negros com HA grave (24 / 77, 31%).
Entre os pacientes caucasoides, 22% apresentaram inibidor detectado (13 / 57).
Apenas 7% dos HA grave com antecedente indigena incluidos nessa andlise
apresentaram inibidor detectado (1 / 14).

Apesar da presenca de inibidor ser maior no grupo de pacientes HA grave
negros, essa ocorréncia nao pode ser explicada pela presenca dos haplétipos do
FVIIl. Nao foi observado diferenca estatistica em relacao a presenca de inibidores
e presenca de haplétipos diferentes do fator VIII quando analisados em sua
totalidade ou estratificados por grupos étnicos.
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Haplétipo do Fator VIIl P
Total
H1 H2 H1+H2 H3 Valor
Inibidor Simn.(%) Naon.%) Simn.%) Naon.%) Simn.%) Naon.%) Simn.%) Naon.%) Simn.(%) Nao n.(%)
Total geral 38(25) 110(75)  25(17) 79(53) 12(8) 23(15) 37(25) 102(69) 1(1) 8(5)

Negros (n=77 de 51 familias)
Média de idade, anos [faixa] ~ 22[4-61]  19[2-45] 25[4-61] 20[2-45]  19[5-37]  21[6-43]  23[4-61] 22[2-45]  13[13] 13[6-21]

‘aAelb y eljjoway wod sajuaioed wa salopiqiul

Tipo de mutacao do FVIII
Alto risco para inibidor 14(18) 37(48) 10(13) 23(30) 3(4) 8(10) 13(17) 31(40) 1(1) 6(8) 0.66
Baixo risco para inibidor 0 1(1) 0 1(1) 0 0 0 1(1) 0 0
Genotipagem nao finalizada 10(13) 15(20) 6(8) 8(10) 4(5) 5(7) 10(13) 13(17) 0 2(3) 0.50
Total 24(31) 53(69) 16(21) 32(41) 709) 13(17) 23(30) 45(58) 1(1) 8(11)
Caucasoides (n= 57 de 43 familias)
Média de idade, anos [faixa] ~ 23[5-71]  25[3-69] 26[5-71] 25[3-69] 18[9-36]  25[7-25]  23[5-71]  25[3-69] 0 0
Tipo de mutacao do FVIIl
Alto risco para inibidor 10(17) 22(39) 5(9) 17(30) 5(9) 5(9) 10(17) 22(39) 0 0
Baixo risco para inibidor 0 6(11) 0 3(5) 0 3(5) 0 6(11) 0 0
Genotipagem néo finalizada 3(5) 16(28) 3(5) 14(25) 0 2(3) 3(5) 16(28) 0 0
Total 13(22)  44(78)  8(14)  34(60) 5(9) 1017)  13(22)  44(78) 0 0
indios brasileiros (n= 14 de 8 familias)
Média de idade, anos [faixa] 40[40]  25[10-45]  40[40]  25[10-45] 0 0 40[40]  25[10-45] 0 0
Tipo de mutacao do FVIII
Alto risco para inibidor 1(7) 12(86) 1(7) 12(86) 0 0 1(7) 12(86) 0 0
Baixo risco para inibidor 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Genotipagem nao finalizada 1(7) 0 1(7) 0 0 0 0 1(7) 0 0
Total 1(7) 13(93) 1(7) 13(93) 0 0 1(7) 13(93) 0 0
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5.6. Analise de expressao génica de células mononucleares circulantes em
pacientes com e sem inibidores.

A triagem de possiveis genes relacionados ao desenvolvimento de inibidores
foi realizada pela analise da expressao génica em células mononucleares circulantes
com o uso de bioarrays e posteriormente pela técnica de RT-PCR. Para a realizacéo
dessa analise foram selecionados pacientes de uma mesma familia que fossem
discordantes para a presencga de inibidores, além de um grupo néo relacionado de
pacientes com e sem inibidores. Todos os pacientes selecionados com presenga de
inibidor foram classificados como altos respondedores para inibidor.

5.6.1. Selecao dos pares de pacientes de uma mesma familia discordantes para
a presenca de inibidores.

A casuistica compreendeu cinco pares de membros de uma mesma familia,
ambos com diagnéstico de hemofilia A grave, discordantes para a presenga de
inibidores. Um dos pares nao foi considerado para a analise final, pois embora na
inclusdo dos casos um dos irmaos era negativo para a presenca de inibidor, no
momento da coleta do RNA ambos apresentaram inibidor em altos titulos.

Dos quatro pares analisados, um par é acompanhado no Ambulatério de
Hemostasia do Hemocentro — Unicamp, Campinas; dois pares no Hemepar
(Hemocentro do Parana, Curitiba, PR) e um par no Hemoba (Hemocentro da Bahia,

Salvador, BA). Os dados demograficos e laboratoriais estdo descritos na Tabela 14.
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Tabela 14. Caracteristicas dos pacientes selecionados para realizacao da técnica de

microarrays.
PAR 1 PAR 2 PAR 3 PAR 4
Inibidor Sim  Nao Sim Néo Sim  Nao Sim  Nao
ldade (anos) 10 24 32 31 32 69 13 21
Inibidor na coleta (UB/mL) 27 0 74 0 NR 0 NR 0
Inibidor pico histérico
60 0 28 0 150 0 448 0
(UB/mL)
Grupo étnico C C cC ¢C C C N N
. INV-  INV- INV-  INV- INV-  INV-
Mutacéao ND ND
22 22 22 22 22 22
HCV Neg. Neg. Pos. Pos. Trat.  Trat. Neg. Neg.
HIV Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Pos. Neg. Neg.

ND: mutagdo ainda ndo determinada; INV-22: inversdo do intron 22; C: Caucasoides; N: negro,
Neg.;Negativo; Pos.: Positivo; Trat: Em tratamento

5.6.1.1. Descricao dos pares de uma mesma familia selecionados.

Par n2 1 (Hemocentro — Unicamp, Campinas, SP)

Paciente 1. |.B.A. (Figura 24; IlI-3), masculino, caucasbéide, 10 anos de idade,
natural e procedente de Sao José dos Campos, SP. Foi diagnosticado com hemofilia
A grave no primeiro ano de vida, tendo recebido concentrado de FVIII pela primeira
vez aos 6 meses de idade. Em 2001 foi detectada a presenca de inibidor contra
FVIII, com maior titulo registrado (pico historico) de 60 UB/mL A analise molecular do
gene do FVIII identificou a INV-22 como causa do fen6tipo de hemofilia A grave.

Paciente 2. W.C.C.C. (Figura 24; IlI-5), masculino, caucaséide, 17 anos, natural de
Sao Paulo, procedente de Sao José dos Campos, SP. Apresenta como co-
morbidade sorologia positiva para virus da hepatite C (HCV) e grave artropatia em
ambos joelhos. Desde seu diagndstico, em nenhum momento foi detectado a
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presenca de inibidor. A analise molecular do gene do FVIII confirmou a presenca da
INV-22.

1 2
I S
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Figura 24. Par 1. Heredograma representando o histérico familiar para

hemofilia (FA 037). Paciente-1(lll-3) (—) e paciente-2 (llI-5) (----->) foram
diagnosticados como hemofilicos A grave, associada a presenca da INV-22 no
gene do FVIII. Paciente 1 (lllI-8) apresenta formacao de inibidor (maior titulo 60
UB/mL). O individuo 1lI-5 faleceu devido a complicacées ocasionadas apds contrair
o HIV durante transfusdo e ndo ha informacdes sobre a presenca de inibidores
neste individuo.
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Paciente 3. S.J.M. (Figura 25; IlI-5), masculino, caucasodide, 31 anos de idade,
natural e procedente de Unido da Vitéria, PR. Foi diagnosticado com hemofilia A
grave aos 11 meses de idade, sendo tratado com crioprecipitado até 1997 quando
iniciou o tratamento com concentrado de FVII. A presenca de inibidores foi
constatada aos 7 anos de idade e o maior titulo registrado foi 29 UB/mL. A
genotipagem para mutagao do gene do FVIII ainda foi nao finalizada.

Paciente 4. N.F.S. (Figura 25; IlI-2), masculino, caucasoide, 29 anos de idade,
natural de Unido da Vitéria, PR e procedente de Curitiba, PR. Foi diagnosticado com
hemofilia A grave aos 6 meses de idade, sendo tratado com crioprecipitado até 1993
quando iniciou o tratamento com concentrado de FVIIl. Nao foi constatada a
presenca de inibidores. A genotipagem para mutacao do gene do FVIII ainda foi ndo

finalizada.
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Figura 25. PAR 2. Heredograma representando o historico familiar para
hemofilia (FA 181). Paciente-3 (llI-5) (--->) e paciente-4 (lll-2) (—) foram
diagnosticados como hemofilicos A grave. Paciente 3 (llI-5) apresenta inibidor (maior
titulo 29 UB/mL). Os individuos 1I-8 e IV-2 também possuem o diagndstico de
hemofilia A grave e ndo ha informagdes sobre a presenca de inibidores nestes

individuos.

Par n2 3 (Hemepar - Hemocentro do Parana, Curitiba, PR)

Paciente 5. G.B. (Figura 26; 1I-6) masculino, caucasoide, 67 anos de idade, natural e
procedente de Unido da Vitéria, PR. Nao ha registro da data do diagndstico.
Recebeu diversas transfusées de sangue entre 1958 a 1980 quando iniciou o
tratamento com crioprecipitado. A partir de 1993 iniciou uso concomitante de
concentrado FVIII, recebendo crioprecipitado pela ultima vez em 1999. Foi
diagnosticado como soro positivo para o HIV (virus da imunodeficiéncia humana),
atualmente em tratamento. Em nenhum momento foi constatada a presenca de
inibidores. A analise molecular do gene do FVIII identificou a INV-22 como causa do

fenétipo de hemofilia A grave.

Paciente 6. J.R.J. (Figura 26; lll-6), masculino, caucasoéide, 31 anos de idade,
natural de Unido da Vitéria, PR, procedente de Curitiba, PR. Foi diagnosticado como
hemofilico A grave aos 10 meses de idade, sendo tratado com crioprecipitado até
1986 quando iniciou o tratamento com concentrado de FVIIl. A presenca de
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inibidores foi constatada aos 21 anos de idade e o maior titulo registrado foi de 155
UB/mL (2001). A andlise molecular do FVIII confirmou a presenca da INV-22.

1 m
T2 A N00 qf
. e |

I

Figura 26. PAR 3. Heredograma representando o histérico familiar para
hemofilia (FA 161) Paciente-5 (lI-6) (— ) e Paciente-6 (IlI-6) (---->) foram
diagnosticados como hemofilicos A graves, associados a INV 22. Paciente 6 (llI-6)
apresenta formagao de inibidor (maior titulo 155 UB/mL). Os individuos Il-4, 1ll-1 e
[lI-2 faleceram durante a infancia decorrente de episddios hemorragicos e ndo ha

informacdes sobre a presenca de inibidores nestes individuos.

Par n? 4 (Hemoba - Hemocentro da Bahia, Salvador, BA)

Paciente 7. G.H.T.F. (Figura 27; IlI-5) masculino, negro, 11 anos de idade, natural e
procedente de Salvador, BA. Foi diagnosticado como hemofilico A grave no primeiro
ano de vida. Iniciou o tratamento com concentrado de FVIIl em 1997 néo fazendo
uso de crioprecipitado. A presenca de inibidores foi constatada aos 5 anos de idade.
Maior titulo de inibidor detectado foi de 448 UB/mL (2003). A andlise molecular do
gene do FVIII identificou a INV-22 como causa do fenétipo de hemofilia A grave.

Paciente 8. G.H.T.F. (Figura 27, llI-4), masculino, pardo, 19 anos de idade, natural e

procedente de Salvador, BA. Foi diagnosticado como hemofilico A grave em 1992

quando iniciou o tratamento com crioprecipitado. Em 1997 iniciou o uso de
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concentrado de FVIIl. Nao foi constatada a presenca de inibidores em nenhum
momento. A andlise molecular do FVIII confirmou INV-22.

Figura 27. Par 4. Heredograma representando o historico familiar para
hemofilia (FA 243). Paciente-7 (llI-5) (---->) e Paciente-8 (lll-4) ( — ) foram
diagnosticados como hemofilicos A grave, associado a INV-22. Paciente 7 (llI-5)
apresenta inibidor de altos titulos (pico histérico 448UB/mL). Os individuos II-5 e 11-6
faleceram durante a infancia decorrente de episédios hemorragicos. O individuo 1V-1
também possui diagnéstico de hemofilia A grave. Nao ha informacdes sobre a

presenca de inibidores nos individuos II-5, 11-6 e V-1

5.6.2. Selecao de grupos de pacientes nao relacionados com presenca ou
auséncia de inibidores.

Para a realizacdo da analise da expressdo génica foram selecionados 12
pacientes com HA grave nao relacionados sendo sete pacientes com presenca de
inibidores e cinco com auséncia de inibidores. Os dados demograficos e laboratoriais

desses pacientes estao descritos na

Tabela 15.
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Tabela 15. Caracteristicas dos pacientes nao relacionados selecionados para
realizacao da técnica de microarrays (pool) e RT-PCR

Titulo inibidor (UB/mL)

Mutacao .
L Idade  Grupo Inibidor na coleta
Identificacdo .. nogenedo Pico
(anos) étnico HIV HCV RT-
Fvii histérico icroarray
PCR
Grupo AR (pacientes alto respondedores para inibidores)
AR-1 P.B.C. 4 C INV-22 Neg. Neg. 150 17 17
AR-2 V.F.S.S. 30 C p.G1659Stop Neg. Pos. 160 8
AR -3 J.J.S. 36 C p.R1941Stop Neg. Pos. 43 2,4 2,4
AR -4 E.S.K 28 N ND Neg. Pos. 60 22,8 NU
AR -5 S.B. 33 N c.4866_4868del Neg. Pos. 13,5 2.1 2.1
AR -6 I.B.A 10 N INV-22 Neg. Neg. 60 22 4,75
AR-7 S.M.J. 16 N ND Neg. Neg. 10 NU 0
Grupo IA (pacientes sem presenca de inibidores)
IA-1 H.P.C. 38 N ND Pos. Pos. 0 0 0
IA-2 R.D.N 35 C INV-22 Pos. Pos. 0 0 0
IA-3 N.T.S. 31 N INV-22 Neg. Neg. 0 0 0
IA-4 E.J.G. 33 C INV-22 Pos. Neg. 0 0 0
IA-5 J.C. 78 C INV-22 Neg. Neg. 0 NU 0

AR: Alto respondedor; |A: inibidor ausente; ND: mutagéo ainda ndo determinada; INV-22: inversao do
intron 22; C: Caucasoides; N: negro, Neg.;Negativo; Pos.: Positivo; NU. Nao utilizada

5.6.2.1. Descricao dos pacientes nao relacionados selecionados

Grupo AR. Hemofilicos A grave alto respondedores para inibidores
Paciente AR-1: P.B.C. masculino, caucasoide, 4 anos de idade, natural e
procedente de Ubatuba, SP. Foi diagnosticado com HA grave aos 8 meses de idade,

tendo recebido concentrado de FVIII pela primeira neste mesmo periodo. Em 2006,
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foi detectada a presenca de inibidor contra o FVIII, com maior titulo registrado (pico
histérico) de 150 UB/mL. A analise molecular do gene do FVIII identificou a INV-22

como causa do fenoétipo de HA grave.

Paciente AR-2: V.F.S.S. masculino, caucasoéide, 30 anos de idade, natural e
procedente de Caraguatatuba, SP. Foi diagnosticado com HA grave na infancia.
Teve o maior titulo registrado (pico historico) de 160 UB/mL. A genotipagem para
mutacao do gene do FVIII identificou ¢.4866_4868del como causa do fenétipo de
hemofilia A grave.

Paciente AR-3: J.J.S. masculino, negro, 36 anos de idade, natural e procedente de
Araras, SP. Foi diagnosticado com HA grave na infancia, teve o maior titulo
registrado (pico histérico) de 43 UB/mL. A andlise molecular do gene do FVIII
identificou a p.G1659Stop como causa do fenétipo de HA grave.

Paciente AR-4: E.S.K masculino, pardo, 28 anos de idade, natural e procedente de
Campinas, SP. Foi diagnosticado com HA grave na infancia. Teve o maior titulo
registrado (pico histérico) de 60 UB/mL. A genotipagem para mutacao do gene do
FVIII ainda foi ndo finalizada.

Paciente AR-5: S.B. masculino, negro, 33 anos de idade, natural de Jundiai, SP e
procedente de Campinas, SP. Teve o maior titulo registrado (pico histérico) de 13,5
UB/mL. A genotipagem para mutacao do gene do FVIII identificou ¢.4866_4868del
como causa do feno6tipo de hemofilia A grave.

Paciente AR-6: |.B.A., masculino, caucaséide, 10 anos de idade, natural e
procedente de Sao José dos Campos, SP. Foi diagnosticado com hemofilia A grave
no primeiro ano de vida, tendo recebido concentrado de FVIII pela primeira vez aos 6
meses de idade. Em 2001 foi detectada a presencga de inibidor contra FVIII, com
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maior titulo registrado (pico histérico) de 60 UB/mL A andlise molecular do gene do
FVIIl identificou a INV-22 como causa do fen6tipo de hemofilia A grave.

Paciente AR-7: S.M.J., masculino, negro, 16 anos de idade, natural e procedente de
Guarapuava, PR. Foi diagnosticado com hemofilia A grave no primeiro ano de vida,
tendo recebido concentrado de FVIII pela primeira vez aos 8 meses de idade. Em
1999 foi detectada a presenca de inibidor contra FVIII, com maior titulo registrado
(pico histérico) de 10 UB/mL. A genotipagem para mutagdo do gene do FVIII ainda

foi nao finalizada.

Grupo IA. Hemofilicos A grave sem inibidor

Paciente IA-1: H.P.C. masculino, negro, 38 anos de idade, natural Riacho de
Santana, BA e procedente de Campinas, SP. Foi diagnosticado como soro positivo
em 1988, e com o diagnosticado de hemofilia A grave na infancia. Nao foi
constatada a presenca de inibidores em nenhum momento. A genotipagem para
mutacéo do gene do FVIII ainda foi n&o finalizada.

Paciente 1A-2: R.D.N. masculino, caucaséide, 35 anos de idade, natural de Estiva
Gerbi, SP e procedente de Campinas, SP. A andlise molecular do gene do FVIII
identificou a INV-22 como causa do fenotipo de hemofilia A grave.

Paciente 1A-3: N.T.S. masculino, pardo, 31 anos de idade, natural e procedente de
Caraguatatuba, SP. A analise molecular do gene do FVIII identificou a INV-22 como
causa do fenotipo de hemofilia A grave.

Paciente IA-4: E.J.G. masculino, caucasobide, 33 anos de idade, natural e

procedente de Campinas, SP. Foi diagnosticado com HAG ao nascimento. A analise
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molecular do gene do FVIII identificou a INV-22 como causa do fenétipo de hemofilia

A grave.

Paciente 1A-5: J.C. masculino, caucaséide, 78 anos de idade, natural e procedente
sem informacéao. Foi diagnosticado com HAG ao nascimento. A analise molecular do
gene do FVIII identificou a INV-22 como causa do fenétipo de hemofilia A grave.

5.6.3. Resultados da analise de expressao génica por bioarrays.

Os dados extraidos de cada bioarray de cada paciente com inibidor foram
comparados com os dados extraidos do bioarray de seu par correspondente, no
caso de membros de uma mesma familia, ou entre os grupos de pacientes nao
relacionados com e sem inibidor. Os genes que apresentaram um indice de
expressao igual ou superior a duas vezes nos pacientes com inibidores e nos sem

inibidores foram selecionados.

5.6.3.1. Resultados obtidos com pares de mesma familia.

Os dados obtidos de cada par de uma mesma familia discordante para a
presenca de inibidores foram comparados entre si (PAR 1 X PAR 2 X PAR 3 X PAR
4). Apés a andlise comparativa foram selecionados 292 genes de interesse, onde
123 deles foram mais expressos entre os individuos com inibidor e 169 genes foram

mais expressos entre os individuos sem inibidor (Figura 28).
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Par 1 Par 2 Par 3 Par 4

Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor
Presente Ausénte Presente Ausénte Presente Ausénte Presente Ausénte

123 169
Total 292 Genes

Figura 28. Representacao da analise comparativa de expressao entre os pares
de mesma familia discordantes para a presenca de inibidores. Os dados obtidos
por meio da analise de bioarray de cada par de uma mesma familia discordante para
a presenca de inibidores foram comparados entre si (PAR 1 X PAR 2 X PAR 3 X
PAR 4). Apds a andlise comparativa foram selecionados 292 genes de interesse,
onde 123 deles foram mais expressos entre os individuos com inibidor e 169 genes
foram mais expressos entre os individuos sem inibidor

5.6.3.2. Resultados obtidos na comparagdo de grupos de pacientes nao

relacionados.

Com relacao a analise de expressao génica entre pacientes nao relacionados
com presenca ou auséncia de inibidores, foram realizadas novas
hibridizagées, utilizando amostras de RNA em “pool” de cinco pacientes com a
presenca de inibidor (grupo 1) e um “pool” de quatro pacientes onde inibidor
foi ausente (grupo 2) (

Tabela 15).
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O objetivo nessa avaliagao foi verificar se os dados obtidos foram compativeis
com o0s ja observados na analise dos bioarrays entre os pares relacionados
discordantes para a presenca de inibidores (Figura 29). Com base na analise
comparativa foi possivel selecionar 66 genes, 50 genes apresentaram uma
expressdo mais elevada entre os pacientes com presenca de inibidor e 16 genes
entre os pacientes com auséncia de inibidores (Tabela 16). Para a identificacao
desses genes, relatamos de acordo com seu numero de acesso no NCBI (National

Center for Biotechnology Information; www.ncbi.nlm.nih.gov).

Pool (9) Par 1 Par 2 Par 3 Par4

Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor

PR g Presente Ausénte Presente Ausénte Presente Ausénte Presente Ausénte

50 16
Total de 66 Genes

Figura 29. Representacao da analise comparativa final da triagem de genes
utilizando bioarrays. Os resultados obtidos com andlise dos pares de mesma
familia discordantes para a presenca de inibidores foi correlacionada aos dados
obtidos na analise comparativa entre os grupos de pacientes nao relacionados com
presenca e auséncia de inibidores. Foi possivel selecionar 66 genes, 50 genes
apresentaram uma expressao mais elevada entre os pacientes com presenca de
inibidor e 16 genes entre os pacientes com auséncia de inibidores

135



Tabela 16. Genes selecionados por meio da analise comparativa dos dados obtidos
na plataforma Codelink e suas respectivas razées lineares.

Razao
linear Descricao do gene

-8,88  chitinase 3-like 1 (cartilage glycoprotein-39) (CHI3L1)

-4,18 fth11b09y1 NIH_MGC_17 cDNA clone IMAGE:2964448 3'

-4,09 AGENCOURT_10014211 NIH_MGC_142 cDNA clone IMAGE:6498368 5'

-3,23  ghrelin precursor (GHRL), mRNA
Ul-H-BW1-anu-e-05-0-Uls1 NCI_CGAP_Sub7 cDNA clone IMAGE:3083601
3'(similar to SUMO-protein E3)

-2,65 annexin A3 (ANXA3)

-2,46 wq57b08.x1 NCI_CGAP_GC6 cDNA clone IMAGE:2475351 3'

-2,43 hypothetical protein FLJ31978 (FLJ31978)

-2,43 GABA(A) receptor-associated protein (GABARAP)

-2,42 atonal homolog 8 (Drosophila) (ATOHS)

-2,31 yd87d07s1 Soares fetal liver spleen 1NFLS cDNA clone IMAGE:115213 3'

-2,25  Ul-H-Bl0-aam-c-06-0-Uls1 NCI_CGAP_Sub1 cDNA clone IMAGE:2709874 3'
0q43h01s1 NCI_CGAP_Kid5 cDNA clone IMAGE:1589137 3' similar to

-2,23 SW:NUCM_BOVIN P17694 NADH-UBIQUINONE OXIDOREDUCTASE 49 KD
SUBUNIT ;

-2,17 phosphatidylserine decarboxylase (PISD)

-3,17

-2,16 DAP-1 alpha [Homo sapiens]
granzyme A (granzyme 1, cytotoxic T-lymphocyte-associated serine

2,00
esterase 3) (GZMA)
203 transducer of regulated cAMP response element-binding protein (CREB) 3
’ (TORC3)

2,03 WD repeat and FYVE domain containing 1 (WDFY1)

2,06 chromosome 7 open reading frame 23 (C70rf23)

2,09 protein kinase (cAMP-dependent, catalytic) inhibitor gamma (PKIG),
transcript variant 2

2,10 tumor protein, translationally-controlled 1 (TPT1)

2,16 polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide K, 70kDa (POLR2K)
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2,17
2,17
2,17
2,18
2,18
2,19
2,19
2,19
2,19

2,23
2,24
2,25
2,26

2,27

2,28

2,30
2,31
2,32
2,36
2,37
2,39
2,41

2,43

2,44

2,45
2,46

hypothetical protein MGC33414 (MGC33414)

placenta-specific 8 (PLACS)

yf40a03r1 Soares fetal liver spleen 1NFLS cDNA clone IMAGE:129292 5'
retinol dehydrogenase 13 (all-trans and 9-cis) (RDH13)

ribosomal protein L14 (RPL14)

hypothetical protein MGC33365 (MGC33365)

major histocompatibility complex, class Il, DM alpha (HLA-DMA)
chromosome 19 open reading frame 2 (C190rf2), transcript variant 1
monocyte to macrophage differentiation-associated (MMD)
phosphodiesterase 4A, cAMP-specific (phosphodiesterase E2 dunce
homolog, Drosophila) (PDE4A)

ring finger and KH domain containing 2 (RKHD2)
Ul-H-BW1-amj-e-12-0-Uls1 NCI_CGAP_Sub7 cDNA clone IMAGE:3070175
3' (EST similar to WHDC1L2)

602352845F1 NIH_MGC_90 cDNA clone IMAGE:4451051 5'

au72e05.y1 Schneider fetal brain 00004 cDNA clone IMAGE:2781824 5’
similar to contains L1.t3 L1 repetitive element ; (EST similar to ARP2/3)
th95h03x1 Soares NSF_F8 9W_OT_PA P_S1 cDNA clone
IMAGE:2126453 3'(EST similar to alpha galactosyltransferase)
602364606F1 NIH_MGC_90 cDNA clone IMAGE:4472977 5'
chromosome 22 open reading frame 20 (C220rf20)

family with sequence similarity 33, member A (FAM33A)

nucleobindin 1 (NUCB1)

Sec61 gamma subunit (SEC61G)

mRNA; cDNA DKFZp686L20185 (from clone DKFZp686L20185)

DC13 protein (DC13)

ow67a11x1 Soares_fetal_liver_spleen_1NFLS_S1 cDNA clone
IMAGE:1651868 3'(EST similar to glycophorin A)

mitochondrial ribosomal protein L16 (MRPL16), nuclear gene encoding
mitochondrial protein

cDNA: FLJ21893 fis, clone HEP03412

dual specificity phosphatase 2 (DUSP2)
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2,53
2,61

2,61

2,73
2,76
2,79
2,80
2,82

2,90
3,00

3,31

3,44

3,45
3,75

3,77
4,51

5,51

21,54

S-phase kinase-associated protein 1A (p19A) (SKP1A), transcript variant 1
heat shock 70kDa protein 8 (HSPAS8), transcript variant 1

protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 18 (brain-derived)
(PTPN18)

interleukin 18 receptor accessory protein (IL18RAP)

hypothetical protein FLJ20551 (FLJ20551)

calcium/calmodulin-dependent protein kinase | (CAMK1)

split hand/foot malformation (ectrodactyly) type 1 (SHFM1)

cystatin F (leukocystatin) (CST7)

z096g11s1 Stratagene ovarian cancer (#937219) cDNA clone
IMAGE:594788 3'

interleukin 10 receptor, alpha (IL-10RA)

mitochondrial ribosomal protein S16 (MRPS16), nuclear gene encoding
mitochondrial protein

oh55f06s1 NCI_CGAP_GC4 cDNA clone IMAGE:1470563 3' similar to
gb:X17115 IG MU CHAIN C REGION (HUMAN); (EST similar to polimorphic
segment of VH chain of Ig)

cDNA FLJ32496 fis, clone SKNSH2000245

mitochondrial ribosomal protein L37 (MRPL37), nuclear gene encoding
mitochondrial protein

lysophospholipase 3 (lysosomal phospholipase A2) (LYPLA3)

CD3Z antigen, zeta polypeptide (TiT3 complex) (CD32), transcript variant 1
killer cell lectin-like receptor subfamily D, member 1 (KLRD1), transcript
variant 1

MHC class Il HLA-DQA1 mRNA

- genes mais expressos em pacientes sem inibidores

5.6.4. Resultados da analise de expressao génica através do uso de RT-PCR.

Dentre os 66 genes selecionados por meio da plataforma Codelink, foram
escolhidos 6 genes (CAMK1, CST7, IL18RAP, LYPLA3, IL-10, PDE4A) para
confirmagédo da expressao génica diferencial através do uso do RT-PCR. Além do

seis genes selecionados baseados na resultado dos bioarrays, foram selecionados
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outros quatro genes descritos em outros estudos (IL-8, C4BPA, CXCL9, PTGSH1)
(Hwang et al., 2008) (http://www.ncbi.nIim.nih.gov/RefSeq/).

5.6.4.1. Descricdo dos genes selecionados para analise através do uso de RT-PCR.

CAMK1 (NM_003656)

Proteina quinase tipo 1 dependente de calcio-calmodulina € expresso em muitos

tecidos e é um componente da cascata de proteina quinase dependente de
calmodulina. A familia do Ca (2 +) / calmodulin-dependent protein kinase (CaMK) é
ativado em resposta a elevacao do célcio intracelular (2 +), e inclui CaMK1 (bem
como CaMK2 e CaMK4), que possui isoformas diferentes (alfa, beta, gama e delta).
CaMK1 esta presente em diversos tipos de células e pode estar envolvida em varios
processos celulares. CaMK1 e 2 sdo expressas em células de cancer de endométrio
e se correlaciona com o potencial de malignizacdo deste tumor (Takai et al., 2009)

CST7: NM_003650

Cistatina F. As cistatinas sdo uma familia de inibidores de protease, compreendendo
pelo menos 11 membros. Alguns sdo expressos no citoplasma, mas a maioria séo
sequéncias sinalizadoras na via secretora. Cistatinas foram encontrados em muitos
fluidos corporais diferentes, indicando que elas possuem um papel na regulacéo da
protease no meio extracelular. Acredita-se que as cistatinas sao secretadas para o
espaco extracelular para inibir proteases que podem ser inadvertidamente liberadas
pelas células. (Colbert et al., 2009). Cystatin F é um inibidor de protease de cisteina,
que é seletivamente expresso em células do sistema imunoldgico. Sendo a
catepsina C o alvo principal da CST7, pode regular diversas funcdes efetoras de
células imunes (Hamilton et al., 2008).

IL18RAP: NM_003853

Receptor acessorio para a interleucina 18 (IL18) A IL18 possui um papel importante

e inovador na imunomodulacdo (Thompson & Humphries, 2007). IL-18 é uma
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citocina pleiotrdpica envolvida na regulacao da imunidade inata e adaptativa. Ela
desempenha um papel-chave nas doencas auto-imunes, inflamatérias e infecciosas,
atuando através de um complexo receptor que se assemelha ao receptor da IL-1,
consistindo de uma proteina de ligagéo, IL-18Ralpha, e uma proteina acesséria, IL-
18RAP (IL-18Rbeta). IL-18RAP € essencial para a transdugéo de sinal da IL-18 e a
afinidade de ligacdo ao ligante IL-18Ralpha na cadeia receptora (Grisoni et al.;
2009).

LYPLA3: NM_012320.2
Lisofosfolipase 3 (lysosomal phospholipase A2). Este gene esta localizado na regidao

16 do brago longo do cromossomo 16. As lisofosfolipases (LPLA) s&o enzimas que
atuam nas membranas bioldgicas para regular os lisofosdolipideos multifuncionais. A
proteina codificada por este gene hidrolisa lisofosdolipideos em glicerofosforilcolina e
um acido graxo livre. Essa enzima esta presente no plasma e pode estar associada
com lipoproteinas de alta densidade. Os estudos contradizem sobre a fungéo desse
gene demonstrando que codifica uma enzima lisossomal em vez de uma
lisofosfolipase e tem ambas atividades de fosfolipases calcio-independente A2 e da
transacilase. Abe et al. (2004) demonstraram que as células THP-1 quando
estimuladas com forbol éster adquirem propriedade semelhantes a de macréfagos e

h& um aumento na expresséo de LPLA.

IL-10: NM_000572.2
Interleucina 10. Este gene, apesar de apresentar uma expressao elevada em trés

dos quatro pacientes com inibidor, foi selecionado, pois existem estudos (Astermark
et al., 2006) que demonstram que a interleucina 10 esta envolvida com a formacgao
de inibidores e desta forma é importante a andalise de sua expressao neste grupo de
pacientes.

PDE4A: NM_001111307
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Fosfodiesterases (PDE), regulam a concentracdo celular de nucleotideos ciclicos e

desempenham um papel na transducao de sinal. PDE4A é uma classe |V cAMP-
PDE especificas (Milatovich et al., 1994). Segundo Dong et al. (2009) inibidores
seletivos da PDE3, PDE4 ou PDE7 sozinhos produzem pouco efeito sobre a
viabilidade das células, mas a inibicdo de todos os trés juntos aumenta
drasticamente a apoptose induzida por glicocorticéides em linhagens celulares de

leucemia linfoblastica aguda humana (CEM).

IL-8: NM_000584
Interleucina-8 € um membro da familia quimiocinas CXC. Estas proteinas possuem

um papel pré-inflamatério e principalmente de mediar a ativagcdo e migragdo de

neutréfilos em tecido a partir de sangue periférico.

C4BPA: NM_000715

Cadeia alfa da proteina de ligacdo do componente 4 do complemento induz a

proliferacao e expressédo de CD54 e CD86 e IL4-dependente e isotipo IgE.

CXCL9: NM_002416
Quimiocina CXC ligante 9. Esse gene pertence a familia das quimiocinas, o qual

também desempenha papel fundamental no desenvolvimento, homeostase e
funcbes do sistema imunoldgico, e que tém efeitos sobre as células do sistema

nervoso central.

PTGS1: NM_080591
Prostaglandina _sintetase endoperoxido (PTGS), também conhecida como

cicloxigenase, € a enzima chave na biossintese de prostaglandina, e atua tanto
como uma dioxigenase e como uma peroxidase. H& duas isoenzimas da PTGS: uma

PTGS1 constitutiva e um PTGS2 induzida, que diferem na sua regulacdo da
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expressao e distribuicao tecidual. PTGS1 regula a angiogénese em células
endoteliais e € inibida por antiinflamatérios ndo esterdides, como a aspirina. PTGST
parece estar envolvida em sinalizagcdo de célula-célula e manutengdo da
homeostase do tecido. Splicing alternativo do gene gera duas variantes de
transcricdo e a expressao dessas duas transcricoes é diferencialmente regulada por

citocinas e fatores de crescimento.

5.6.4.2. Resultados obtidos pela analise por RT-PCR.

A expressao dos genes LYPLA3, CAMK1, PDE4A, CST7, IL18RAP, PTGS1
IL-10, C4BPA, CXCL9 e IL-8 foi avaliada em 10 pacientes HA graves nao
relacionados sendo cinco pacientes com presenca de inibidores e cinco pacientes
HA graves sem inibidores. Amostras de RNA extraidas de células mononucleares
circulantes foram obtidas dos pacientes de acordo com os dados presentes na

Tabela 15.

Apenas trés genes apresentaram diferenca estatisticamente significativa
(valor de P < 0,05) sendo eles: IL-10 (Figura 30), IL-8 (Figura 31) e CST7 (Figura
32). Os demais genes nao apresentaram diferenca estatisticamente significativa
entre o grupo de pacientes com e sem inibidores (Figuras 33, 34, 35, 36, 37, 38 e
39).
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Figura 30. Representacao grafica comparativa da mediana da expressao do gene
IL-10 no grupo de pacientes com presenca e auséncia de inibidores. A caixa
representa 50% dos dados centrais, o traco horizontal representam a mediana, e as
linhas externas os valores maximo e minimo. O simbolo + representa o valor da média.
Valor de P = 0,008. IL8
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Figura 31.Representacao grafica comparativa da mediana da expressao do
gene IL-8 no grupo de pacientes com presenca e auséncia de inibidores. A caixa
representa 50% dos dados centrais, o traco horizontal dentro da caixa representa a
mediana, e as linhas externas os valores maximo e minimo. O simbolo + representa o
valor da média. Valor de P = 0,0015.
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Figura 32. Representacao grafica comparativa da mediana da expressao do
gene CST7 no grupo de pacientes com presenca e auséncia de inibidores. A
caixa representa 50% dos dados centrais, o traco horizontal dentro da caixa
representa a mediana, e as linhas externas os valores maximo e minimo. O simbolo
+ representa o valor da média. Valor de P = 0,025.
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Figura 33. Representacao grafica comparativa da mediana da expressao do
gene C4BPA no grupo de pacientes com presenc¢a e auséncia de inibidores.
A caixa representa 50% dos dados centrais, o traco horizontal dentro da caixa
representa a mediana, e as linhas externas os valores maximo e minimo. O
simbolo + representa o valor da média. Valor de P =0,14.

o
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Figura 34. Representacao grafica comparativa da mediana da expressao do
gene CXCL9 no grupo de pacientes com presenca e auséncia de inibidores.
A caixa representa 50% dos dados centrais, o traco horizontal dentro da caixa
representa a mediana, e as linhas externas os valores maximo e minimo. O
simbolo + representa o valor da média.Valor de P =0,16.
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Figura 35. Representacao grafica comparativa da mediana da expressao do
gene PDE4A no grupo de pacientes com presenca e auséncia de inibidores.
A caixa representa 50% dos dados centrais, o traco horizontal dentro da caixa
representa a mediana, e as linhas externas os valores maximo e minimo. O
simbolo + representa o valor da média. Valor de P = 0,06.
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Figura 36. Representacao grafica comparativa da mediana da expressao do
gene CAMK1 no grupo de pacientes com presenca e auséncia de inibidores. A
caixa representa 50% dos dados centrais, o trago horizontal dentro da caixa
representa a mediana, e as linhas externas os valores maximo e minimo. O simbolo
+ representa o valor da média. * valor de P = 0,21.
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Figura 37. Representacao grafica comparativa da mediana da expressao do
gene IL18RAP no grupo de pacientes com presenca e auséncia de inibidores.
A caixa representa 50% dos dados centrais, 0 traco horizontal dentro da caixa
representa a mediana, e as linhas externas os valores maximo e minimo. O simbolo
+ representa o valor da média. Valor de P = 0,53.
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Figura 38. Representacao grafica comparativa da mediana da expressao do
gene PTGS1 no grupo de pacientes com presenca e auséncia de inibidores. A
caixa representa 50% dos dados centrais, o trago horizontal dentro da caixa
representa a mediana, e as linhas externas os valores maximo e minimo. O simbolo
+ representa o valor da média. Valor de P=0,16.
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Figura 39. Representacao grafica comparativa da mediana da expressao do
gene LYPLA3 no grupo de pacientes com presenca e auséncia de inibidores.
A caixa representa 50% dos dados centrais, o traco horizontal dentro da caixa
representa a mediana, e as linhas externas os valores maximo e minimo. O
simbolo + representa o valor da média. Valor de P = 0,08.
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Valor absoluto de expressao

A andlise da expressao génica dos 10 genes analisados por RT-PCR encontra-se
resumida na Figura 40.
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Figura 40. Representacao grafica comparativa da mediana da expressao de todos
genes analisados. Representacdo grafica comparativa da mediana da expressao de
todos genes analisados por RT-PCR. A barra representa a mediana e as linhas
externas os valores maximo e minimo (p < 0,05).

Na Figura 41 esta demonstrada a analise comparativa entre os genes IL-8 e IL-
10 para cada paciente anteriormente analisado. Foi adicionado nesta analise um
paciente (Figura 41, paciente AR-7) que embora pertencesse ao grupo de pacientes
alto respondedor para inibidor, no momento da andlise a quantificagdo do inibidor foi
negativa. Desta forma, foi possivel avaliar o padrao de expressao dos gene IL-10 e IL-8
para cada paciente e verificar a existéncia de uma possivel associacao entre estes
genes. E importante notar que embora para a expressdo de IL-8, o individuo AR-2
apresente como um outlier, mesmo com a exclusao desse paciente a expressao de IL-8
permace estatisticamente superior no grupo com inibidor que sem inibidor (P < 0,007).
O mesmo é observado para a analise da expressao de IL-10, sendo o individuo IA-1, do
grupo sem inibidor, também € um outlier. Neste caso, apds a exclusao do paciente |A-1
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da andlise a expressédo de IL-10 permace estatiticamente superior nesse grupo (P <
0,037).
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Figura 41. Representacao grafica da analise comparativa entre os genes IL-8 e IL-
10 por paciente. Grupo alto respondedor: pacientes AR-1 ao AR-7. Grupo Inibidor
ausente: pacientes IA-1 ao |A-5. *Resultado da quantificacdo do inibidor em UB/mL no
momento da coleta do RNAm.

Na Figura 42 é demonstrada a andlise de cada paciente, para os trés genes em
conjunto, IL-8, IL-10 e CST7, que apresentaram resultado estatisticamente significativo

entre os grupos.
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Figura 42. Representacao grafica da analise comparativa entre os genes IL-8, IL-
10 e CST7 por paciente. Grupo alto respondedor: pacientes AR-1 ao AR-7. Grupo
Inibidor ausente: pacientes IA-1 ao IA-5. *Resultado da quantificacdo do inibodr em
UB/mL no momento da coleta do RNAm.

150



6. Discussao
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O desenvolvimento de inibidor é considerado uma das complicagées mais graves
associadas a hemofilia (Darby et al., 2004) Neste estudo foram incluidos pacientes
hemofilicos das cinco regides territoriais do Brasil com o objetivo de se analisar
simultaneamente diferentes fatores de risco que pudessem estar correlacionados ao
desenvolvimento de inibidores nessa populagao.

Uma das principais dificuldades desse estudo esteve relacionada com seu
carater multicéntrico, sendo um grande desafio a inclusdo de casos de regides distintas
de forma representativa. Com excecao do estado de S&o Paulo, representado pelos
pacientes provenientes do Hemocentro da UNICAMP e do estado do Acre (Hemoacre),
onde cerca de 90% dos pacientes acompanhados em cada um dos centros foram
incluidos, as demais regides ainda estdo sub-representadas com cerca de 5% a 30%
dos casos acompanhados em cada um dos trés centros nos estados da Bahia
(Hemoba), Parana (Hemepar) e Mato Grosso (Hemomat). Além da dificuldade na
inclusao dos casos, devido parcialmente pela distancia geografica, outras questdes
técnicas, como armazenamento e transporte de amostras, sobretudo das amostras de
plasma, representaram um fator limitante na inclusdo de maior numero de casos de

algumas das regioes.

No total, foram incluidos nesse estudo 411 pacientes hemofilicos, sendo 321
com HA e 99 HB, pertencentes ao total de 238 e 59 familias, respectivamente. Desses
pacientes apenas 46 apresentaram inibidor detectado em pelo menos uma ocasiao.
Todos 0s casos com a presenca de inibidor eram hemofilicos A graves e em 36 desses
pacientes o inibidor foi de alta resposta. Isso representa uma incidéncia cumulativa de
inibidor em 14,3% dos casos de HA (46 / 321) ou 20,9% (46 / 220) entre os pacientes
hemofilicos A graves incluidos nesse estudo. Quando consideramos apenas 0s casos
clinicamente significativos, ou seja, os pacientes com inibidor classificados como alto
respondedores, a prevaléncia de inibidor foi de 12,3% entre os casos de HA grave, o
gue € 0 mesmo que o0 observado na maioria dos estudos em outras populagbes (Wight
& Paisley, 2003).
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Quando avaliamos o tipo de mutacao presente e a ocorréncia de inibidor, todos
0s casos onde a mutacdo pode ser determinada e que apresentaram inibidor
detectavel, essa mutacdo era considerada de alto risco para o desenvolvimento de
inibidor. Por outro lado, quando analisamos a incidéncia de inibidor entre os casos que
possuiam mutacdo no gene do FVIII considerada de alto risco para inibidor, ou seja,
INV-1, INV-22, grandes dele¢bes, mutagbes nonsense, pequenas insergbes ou
delecdes fora de regides com repeticdo de nucleotideos A e mutacbes missense nos
dominios A2, C1 e C2 (Oldenburg et al., 2002), 26,4 % (33 / 125) desses pacientes

desenvolveram inibidor.

Ao considerarmos o risco de desenvolvimento de inibidor de acordo com o grupo
étnico, assim como em outras populagdes descritas (Aledort & DiMichele, 1996;
Astermark et al., 2001; Goudemand et al, 2006; Viel, et al 2009), observamos uma
maior incidéncia entre os pacientes negros (31 %) quando comparados aos pacientes
caucasoides (20%).

Recentemente foi proposto por Viel e cols. (2009) que a presenca de haplétipos
distintos do FVIII, pudesse ter correlacdo farmacogenética com o risco maior de
inibidores em negros norte-americanos. Isso se deve ao fato dos haplétipos que
aparecem exclusivamente na populacdo negra (denominados H3 e H4), estarem
ausentes nos concentrados de FVIII recombinantes utilizados rotineiramente no
tratamento desses pacientes.

No Brasil, o tratamento de reposicdo para os hemofilicos A é realizado quase
que exclusivamente com concentrado de FVIII derivado do plasma humano (pd-FVIII).
Apesar disso, conforme observado nos pacientes incluidos neste estudo, observamos a
maior incidéncia de inibidores entre a populacdo negra. Realizamos a investigacao para
determinar se este fato também estava relacionado com a prevaléncia de diferentes
haplétipos do gene do FVIII. No entanto, em nossa andlise ndo houve correlagdo entre
o desenvolvimento de inibidor e o gendtipo do FVIII encontrado (Tabela 13) (Santos et
al.,, 2009). De fato, a prevaléncia desses haplétipos foi distinta entre a populacéo
brasileira estudada e a norte-americana descrita, tanto entre os negros, como entre 0s

caucasoéides. A diferenca observada em relagdo aos negros pode ser explicada pelo

154



fato da imigracdo de negros para o Brasil era proveniente de areas geograficas da
Africa distintas das origens da populacdo afrodescendente norte-americana. Isso é
comprovado em diversos outros estudos populacionais como observado na origem dos
pacientes falciformes brasileiros e norte-americanos (Figueiredo et al., 1996). Em
relacdo a diferenca observada entre os grupos caucasoide brasileiro e norte-americano,
€ possivel que seja influenciada pela grande miscigenacdo observada em nossa
populagdo. Embora os critérios adotados nesse estudo tenham sido rigorosos para a
classificacdo étnica, levando-se em conta além das caracteristicas fisicas, a
ancestralidade, €& provavel que a populacdo caucasbide brasileira apresente
caracteristicas genotipicas distintas a outras populacoes.

Surpreendentemente, ao correlacionar a prevaléncia de inibidor e grupos étnicos,
notamos que os pacientes classificados como pertencentes ao grupo dos indios
brasileiros, a presenca de inibidor foi notavelmente baixa, apenas 7% (1 / 13). Embora o
namero de pacientes neste grupo étnico tenha sido pequeno, é importante notar que
nao houve diferenca em relagdo ao acesso ou ao tipo de tratamento de reposicao que
esses hemofilicos receberam, em comparacdo aos demais pacientes incluidos nesse
estudo.

Um dos objetivos deste estudo foi a investigacao de fatores de risco para o
desenvolvimento de inibidor baseado na andlise da expressdao génica de células
mononucleares circulantes em pacientes com e sem inibidores. Inicialmente foi
realizada a triagem dos genes com o uso de biorrays e posteriormente 0s genes
selecionados foram avaliados pela técnica de RT-PCR.

A andlise dos genes diferencialmente expressos entre os pacientes hemofilicos
discordantes para presenca de inibidores por meio da plataforma CodelLink foi realizada
entre membros da mesma familia e separadamente comparando-se grupos de
pacientes nao relacionados, com ou sem inibidores. Todos 0s casos que apresentavam
inibidor eram classificados como alto respondedores. A triagem inicial resultou na
selecdo de 66 genes diferencialmente expressos. Desses 66 genes, 50 genes foram
mais expressos entre os pacientes com presencga de inibidores e 16 genes nos casos
sem inibidores. Foram escolhidos seis genes para a validacao por RT-PCR tendo como
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critério para escolha, genes que poderiam estar relacionados com o sistema imune
ainda com funcdo desconhecida ou com seu papel jA& bem fundamentado no
desenvolvimento de inibidores. Optou-se também pela escolha de mais quatro genes
que tiveram sua expressao analisada entre grupos discordantes de pacientes
hemofilicos A graves descritos em outros estudos (Hwang, et al. 2008).

Dentre os dez genes analisados, trés apresentaram-se diferencialmente
expressos entre os pacientes discordantes para presenga de inibidor. O gene IL-10
apresentou uma maior expressao entre os pacientes com auséncia de inibidor. O gene
da IL-10 exerce tanto o efeito anti-inflamatério como imunorregulador sobre o sistema
imunoldgico. IL-10 é secretada por células Th2 e estimula os linfécitos B a diferenciacao
e proliferacdo e assim produzirem anticorpos. Ao mesmo tempo a IL-10 pode diminuir a
expressao de citocinas como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e as interleucinas
(IL) 1 a/B, IL-6 e IL-8 que estdo envolvidas nos processos pré-inflamatorios (Lalani et
al., 1997). O gene da IL-10 possui um polimorfismo na regido promotora (-1082 A/G),
onde ha um microssatélite de repeticdes CA com 134 pb. A presenca do alelo G na
posicao -1082 esta relacionada com elevagdo da expressédo da IL-10. Alguns autores
correlacionaram a presenca desse polimorfismo com manifestacées auto-imunes e
maior concentragcao de auto-anticorpos no lupus eritematoso sistémico (Houssiau et al.,
1995), assim como maior producao de imunoglobulina monoclonal no mieloma mdltiplo
(Zheng et al., 2001). Recentemente foi descrita por Astermark e cols. (2006) que a
presenca do gendtipo IL10G estaria relacionada ao desenvolvimento de inibidores. O
mesmo nao foi comprovado por outros autores (Bafunno, et al., 2009). Além disso, o
estudo clinico de Astermark e cols. (2006) e posteriormente o estudo de Pavlova e cols.
(2009), que também sugeriu que o alelo G estava mais relacionado ao desenvolvimento
de inibidor, foram baseados exclusivamente na analise genotipica, sem a comprovacao
com a avaliacdo da expressdo do RNAm ou na quantificagdo da citocina. Interessante
notar que em nosso estudo a expressao da IL-10 foi menor em individuos com inibidor.
De fato, nos estudos in vitro e em animais, evidenciaram que a producao elevada de IL-
10 por células dendriticas (apresentadoras de antigeno) estd relacionada com o
desenvolvimento de tolerancia ao FVIII, sobretudo na presengca de TGF-B (fator de
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crescimento de transformacao beta) e portanto diminuicdo dos inibidores (Quadura et
al., 2008).

Além da observagéo nesse estudo da menor expressao de IL-10 entre pacientes
com inibidor, 0 que chamou a atencao foi a notavel diferenca da expressao da IL-8
entre o grupo de pacientes com inibidor, expressao essa praticamente ausente entre os
pacientes sem inibidor e muito baixa entre os paciente alto repondedores que
apresentavam inibidor ndo detectavel ou proximo a 2 UB/mL (Figura 41, individuos AR-
7 e AR-5 repectivamente). Nenhum trabalho anterior mostrou a associagéo da IL-8 e o
desenvolvimento de inibidor. Da mesma maneira, ndo ha claramente descrita uma
associacdo da IL-8 e autoimunidade. A IL-8 esta relacionada com inflamacédo e
angiogénese (Koch et al, 1992). Por esse motivo ha correlacdo entre IL-8 e
desenvolvimento de alteracdo vascular isquémica (Keeley et al.,2008), assim como
tumorogénese (Strieter et al, 2006). E interessante notar que nesse estudo a
expressao de IL-10 foi oposta ao observado para IL-8, isto €, o grupo com inibidor
evidenciou alta expressdo de IL-8 e baixa de IL-10 e no grupo sem inibidor alta
expressdo de IL-10 e baixa de IL-8. De fato, é descrito que IL-10 pode inibir a
expressado de IL-8 (Lalani et al., 1997). Portanto, isso sugere uma correlacado entre
essas duas interleucinas entre esses grupos. A participacdo da IL-8 no
desenvolvimento de inibidor ainda precisa ser esclarecida. Embora nesse estudo o
namero de casos analisados seja pequeno, € importante notar a clara relagdo nao sé
da expressao elevada de IL-8 no grupo alto respondedor para inibidor, assim como, a
reducdo de expressao nos casos onde embora alto respondedores, a deteccao de
inibidor foi baixa ou ausente. Essa correlacdo devera ainda ser esclarecida. Para o
seguimento dessa analise estamos coletando amostras na evolugcdo desses casos ja
analisados, assim como, incluindo outros pacientes para essa mesma analise,
associada a quantificagdo do perfil de interleucinas com e sem a presenca de
inibidores.

O gene da CST-7 (cistatina F ou leucocistatina) é expresso em muitas células do
sistema imune. A cistatina F € um inibidor de cisteina-protease, que é seletivamente

expresso em células do sistema imunoldgico. Sendo a catepsina C o alvo principal da
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CST7, regulando assim diversas fungdes efetoras de células imunes (Hamilton, et al.;
2008). A expressao da cistatina F foi estatisticamente maior no grupo de pacientes com
inibidor. Essa associacdo nunca foi descrita na literatura. Até o momento nao foi
possivel definirmos qual a via pela qual essa associagao acontece. Além disso, nao é
possivel determinar se a elevacdo na expressdao da CST7 tem correlagdo com o
aumento da IL-8 e diminui¢cao da IL-10 nesse mesmo grupo.

Em resumo nossos resultados fortalecem a idéia de que o mecanismo de
desenvolvimento de inibidores em hemofilia é complexo e ainda n&o totalmente
esclarecido. Ha potencialmente outras vias e portanto, outros genes que podem estar
envolvidos nesse processo. O estudo em diferentes populagbes € uma importante
etapa para o entendimento desses fatores de risco e deverd ajudar no futuro a
determinar um tratamento diferenciado para o controle e sobretudo prevengdo do
desenvolvimento de inibidores. Este foi um estudo pioneiro realizado no Brasil, incluindo
pacientes de diversas regides e analisando simultaneamente diferentes fatores que

possam estar envolvidos com o desenvolvimento de inibidores em hemofilia.
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7. CONCLUSAO

A partir deste estudo € possivel concluir que:

e Em relacdo aos dados epidemioldgicos do desenvolvimento de inibidores em

hemofilicos nessa populacao brasileira estudada:

O

A prevaléncia de inibidores nos pacientes hemofilicos A grave foi maior

entre 0s pacientes negros em comparagao aos demais grupos étnicos.

A maior incidéncia de inibidores entres os hemofilicos de etnia negra
nao foi associada aos haplétipos do FVIII, como observado em norte-

americanos.

Pacientes hemofilicos com antecedente indigena apresentaram uma

incidéncia consideravelmente menor para desenvolvimento de inibidor.

As mutacgbes encontradas entre os pacientes com inibidor foram todas
pertencentes ao grupo de mutagbes de alto risco para

desenvolvimento de inibidor.

e Em relacdo ao estudo de fatores de risco para o desenvolvimento de

inibidores baseado na avaliacdo da expressdao g@énica de células

mononucleares circulantes:

o

o

A triagem utilizando bioarrays em amostras de pacientes relacionados
(pares discordantes de mesma familia) e ndo relacionados, resultou
em 66 genes diferentemente expressos entre 0s grupos com e sem

inibidores.

Foram selecionados dez genes para a avaliacao pelo método de RT-
PCR, onde trés genes (IL-10, IL-8 e CST7) apresentaram expressao
estatisticamente diferente entre os grupos.

A IL-10 apresentou menor expressao entre os pacientes sem inibidor.
Embora este resultado nunca tenha sido descrito em estudos clinicos
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anteriores, nossos resultados sdo compativeis com o efeito da IL-10

em estudos in vitro e em animais.

A IL-8 foi significativamente mais expressa no grupo de pacientes com
inibidores. Esta é uma correlacdo nunca antes descrita. E possivel que
um novo mecanismo esteja também envolvido no desenvolvimento de

inibidores.

A cistatina F foi estatisticamente mais expressa em pacientes com
inibidores. Sua participacdo nesse evento devera ser esclarecida com

estudos futuros sobre esse assunto.
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ANEXO 1

Questionario do Paciente

Nome do Centro:

Data do preenchimento:__ /  / Registro hospitalar (HC)

Identificagdo (nome completo):
Nome da mae:
Local de Procedéncia:

DADOS DEMOGRAFICOS

1. Data de nascimento: / /

2. Sexo: [ masculino [ feminino

3. Local de nascimento:

4. Raga predominante (caracteristicas fisicas):[] branco [ pardo I negro [l indio [ oriental

5. Ragas ou etnias presentes O Branco (ou ascendéncia européia)
(selecione quantas alternativas forem necessarias) O Negro (ou ascendéncia africana)
O Asiatico/llhas do Pacifico
O Indio / América do Sul (completar abaixo
Se souber)(tribo:

0 indio / América Central

(tribo:
6. Etnia ou ascendéncia (p.ex., italiano, cubano):
7. Tipo de hemofilia O Hemofilia A (deficiéncia de fator VIII)
O Hemofilia B (deficiéncia de fator 1X)
8. Gravidade da hemofilia O Leve (>5%) FVIII:C ou FIX:C: %
O Moderada (1-5%) FVIII:C ou FIX:C: %
O Grave (<1%) FVIII:C ou FIX:C: %
9. Qual a média de consumo de hemoderivados nos O [ minimo 1 vez por semana
ultimos anos? O 2-3vezes por més
O uma vez por més ou menos
O 4-6 vezes por ano
O 2 vezes ao ano ou menos

10. Qual sua idade a primeira vez que recebeu:

plasma ou crio: concentrado de fator:

11. Este questionério esta sendo preenchido na mesma data da coleta das amostras?
[0 Nao (1 [1Sim Quando aproximadamente recebeu oncentrado de fator pela ultima vez?

12. Tém mutagéo conhecida? ] Nao [ inversdo intron 22 (] inversdo intron 1 [ outro.

Qual?
13. Durante a infancia, foi amamentado (aleitamento materno)?
[0 Ndo O SIM (por ganto tempo? ) [0 N&o sabe
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INIBIDOR

14, Inibidor (anticorpo FVIII ou FIX) j4 foi detectado no plasma deste paciente?Sim
0 Nao— VAPARA15
0 Desconhecido —» VA PARA 15

14a. Primeira vez que foi detectado inibidor: Unidades Bethesda ( / / )
14b. Qual foi o maior titulo de inibidor? Unidades Bethesda ( / / )
14c. Ultimo titulo de inibidor: Unidades Bethesda ( / / )

14d. No momento em que foi detectado inibidor pela primeira vez o paciente

(selecione mais que um se necessario):

[1 Havia sido submetido a cirurgia/procedimento, com uso de concentrado de fator em grandes doses
Apés infusdo continua

Estava em vigéncia de quadro infeccioso
Durante uso de produto especifico. Qual?
Outra situacao especifique:
Nenhuma alternativa se aplica

aaaaaa

15. O paciente possui um irmao ou outro parente com hemofilia? [

[0 Nao [J [J Desconhecido

[0 [ Sim (assinale abaixo, todas as opgbes necessarias)
O irm&os Quantos? Identificagao (se incluido)
O tios materno Quantos? Identificacao

3O primos 12 Quantos? Identificagéo

3O primos 2° Quantos? Identificagéo

O outros Quantos? Identificagao

Se possivel fazer heredograma

PERFIL SOROLOGICO

16. Assinale as opgdes de acordo com o histérico sorolégico e evolugao da infegao:
SE AFIRMATIVO:
Negativo  Positivo Desconhecido Em tratamento / doenca
ativa:

a. Hepatite C O O O [0 sim [ ndo

b. HIV O O O [J sim [ nao

c. Hepatite B O O O [0 sim [ ndo

(P: positivo/N: negativo) atualmente: HBsAg () antiHBc () anti HBs( )

Observacoes:
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ANEXO 2

. Centro de Hematologia e Hemoterapia .L'.
&
N

!.% UNICAMP
unicamr - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

T.NOME DO PACIENTE. ... ettt ettt ettt ettt e e et e s ae e e ste e ss e e eneeesaeeenseesneeeneeenneeanseen sseenneeennes
REGISTRO HOSPITALAR -HC : ..o DATA NASCIMENTO:...../ccccc cveeianne
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.....cooooveieeireeeeee e SEXO: M F
DATA NASCIMENTO.: ....../eeeecc e
ENDEREGO: ... it nneas N2 e APTO: .o,
BAIRRO: ...t CIDADE: ...ttt e
CEP: e, TELEFONE: DDD (............ ettt ettt e e bbbt eaes

2. RESPONSAVEL LEGAL ... eee s eene e n s een s een e s esne s ennnessnenanesnnanennans
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador 1C.) .....cuiiiuiiiiiiieiiee e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....oeeiiieeeceeee e SEXO: M F
DATA NASCIMENTO.: ....../eccccef e
ENDEREGO:.....cci i N e, APTO......... BAIRRO ...ttt

................... CIDADE: ........ccceee.ee.. CEP: i, TELEFONE: DDD (coieivie) e

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA : " Caracterizacdo de aspectos genéticos e imunolégicos
envolvidos no desenvolvimento de inibidores em Hemofilia A e B”.

PESQUISADORES:

Andrey dos Santos Aluno de Doutorado  Departamento Clinica Médica

Margareth Castro Ozelo CRM: 77434 CARGO/FUNGAO: Médica Assistente, Orientadora
UNIDADE DA FCM - UNICAMP: Servigo de Hematologia e Hemoterapia — HEMOCENTRO UNICAMP
AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA: RISCO MINIMO
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Il - REGISTRO DAS EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO:

1.

justificativa e os objetivos da pesquisa: os médicos do Hemocentro da UNICAMP que
acompanham pacientes portadores de doencas associadas a sangramentos, tais como
hemofilia e doenca de von Willebrand, estao fazendo uma pesquisa chamada: "

Caracterizacao de aspectos genéticos e imunoldgicos envolvidos no
desenvolvimento de inibidores em Hemofilia A e B”. Hemofilias sao doencas
hemorragicas resultantes da deficiéncia do fator VIll (hemofilia A) ou fator IX
(hemofilia B) da coagulacdao. As hemofilias A e B, de carater genético, ocorrem
devido a alteracoes na parte do DNA que é responsavel pela producao de fator VIl
ou IX, respectivamente. Na maioria das vezes, tanto na hemofilia A quanto na
hemofilia B, a alteracao genética é transmitida da mae (portadora) para o filho ou
do pai com hemofilia para filha que sera portadora. Existem inumeras alteracoes
no material genético dos individuos que podem estar associadas tanto com a
hemofilia A quanto com a hemofilia B e de acordo com o tipo de alteracdao os
sintomas podem ser mais ou menos graves.

procedimentos que serao utilizados e propdsitos, incluindo a identificacdo dos
procedimentos que sdo experimentais: se vocé/seu filho (a) concordar em participar deste
estudo, apds a assinatura deste documento, o Termo de Consentimento, serdo coletas
amostras de sangue (em torno de 10 ml de sangue no total) que serao utilizadas para:
obter o DNA que sera utilizado para pesquisar a presenca ou ndo da mutacao (alteracao)
relacionada a Hemofilia. Esta mesma alteracao podera ser pesquisada em outros membros
da sua familia, desde que seja do desejo destas pessoas saber se também apresentam
risco de ter a doenca ou de terem filhos que possam apresentar a doenca. Neste caso, sera
solicitado amostras de sangue (em torno de 10 ml de sangue no total) também para estes
os outros membros da familia. Nenhuma alteracao ou interferéncia em seu tratamento sera
feita em decorréncia de sua participacao nesse estudo. Um questionario, com perguntas
sobre vocé, o diagnostico e evolucao da sua doenca, assim como, alguns dados de sua
familia, sera feito por seu médico, para que se possa entender melhor os resultados que
esperamos encontrar. Vocé tera assegurado o direito de livre acesso aos resultados dos
exames realizados nesse estudo. Gostariamos de solicitar ainda sua autorizacao para
mantermos armazenado uma amostra de seu material genético (DNA) em nosso
laboratorio. Caso haja a possibilidade de utilizarmos esta amostra em projetos de pesquisa

futuros, mediante aprovacao dos comités de ética, vocé sera anteriormente informado e
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novamente solicitaremos sua autorizacdo para que a pesquisa possa ser feita utilizando
seu material genético.

desconfortos e riscos esperados: durante a coleta de sangue vocé pode sentir dor. Pode
ficar uma mancha roxa no local da coleta.

acesso aos resultados: os resultados de seus exames e dos exames de seus familiares,
realizados durante esta pesquisa serao repassados a vocé e a seus familiares por um
meédico, ou profissional habilitado. Ele dara todas as explicacbes sobre sua alteracao
genética e ainda vai orienta-lo(a) quanto as possibilidades de outras pessoas de sua
familia apresentarem o mesmo problema. Vocé e/ou seus familiares também tém o direito
de nao ser informado do resultado, caso seja essa a escolha.

1.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA

PESQUISA CONSIGNANDO:

acesso, a qualquer tempo, as informacdes sobre procedimentos, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais duvidas. Se vocé tiver qualquer
duavida ou pergunta sobre este estudo, vocé pode entrar em contato com o Hemocentro

para esclarecimento.

liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do
estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia. Se vocé concordar em
participar no estudo "Caracterizacao de aspectos genéticos e imunoldgicos envolvidos no
desenvolvimento de inibidores em Hemofilia A e B”, vocé podera mudar de idéia e se retirar
do estudo a qualquer momento. Se vocé nao quiser participar, vocé continuara a ser tratado
normalmente aqui no Hemocentro da UNICAMP.

salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade. Sera mantido sigilo dentro dos
limites da lei. Os arquivos de pesquisa do estudo serao identificados por um codigo
numérico e este codigo vai ficar em lugar seguro, com acesso restrito aos médicos do
Hemocentro da UNICAMP.

disponibilidade de assisténcia no Hemocentro da UNICAMP, por eventuais danos a saude,
decorrentes da pesquisa. Caso aconteca algum problema durante a coleta, vocé tera
atendimento gratuito da equipe do Hemocentro da UNICAMP.
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V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO.

Em caso de qualquer intercorréncia, entrar em contato com o Hemocentro da
UNICAMP (Dra Margareth Castro Ozelo; Dr Erich Vinicus de Paula; ou com o
bidlogo Andrey dos Santos) pelos telefones 19. 3251-8715; 19. 3251. 8755. Nos
finais de semana, feriados e no periodo das 19h as 8h, ligar para 19. 3251-7246
no servico de Transfusao do HC-UNICAMP.

Comité de Etica em Pesquisa — FCM Tel.: 3788.8936

VI - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apos convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa, intitulado: "
Caracterizacdo de aspectos genéticos e imunoldgicos envolvidos no desenvolvimento de
inibidores em Hemofilia Ae B” .

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal Data
assinatura de uma testemunha Data
assinatura do pesquisador Data

(carimbo ou nhome legivel)

VIl - CONSENTIMENTO PARA ARMAZENAMENTO DE DNA / RNA

Obs: Caso além de participar da pesquisa vocé concorde em manter seu DNA (de seu filho (a))
armazenado em nosso Laboratorio de Biologia Molecular em Hemostasia do Hemocentro da
Unicamp, assine seu nome diante da opgao “SIM, aceito que meu DNA seja armazenado”. Neste
caso, vocé deve estar ciente que esta amostra so6 podera ser utilizada apds sua autorizacao.
Caso nao concorde, assine seu nome diante da opgao “Nao, ndao aceito que meu DNA seja
armazenado”.

[ 1SIM, eu aceito que meu DNA / RNA seja armazenado

[ 1NAO, nio aceito que meu DNA / RNA seja armazenado

, de de
local dia més ano
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Anexo 3

3.1. Artigos publicados
Santos A, Annichino-Bizzacchi JM, Ozelo MC. Inhibitors of Factor VIl in
Hemophilia Source: NEW ENGLAND JOURNAL OF MEDICINE Volume:

361 Issue:3 Pages: 309-310, 2009.

3.2. Apresentacao em Congressos

Santos A, Damian G, Siqueira LH, de Paula EV, Annichino-Bizzacchi JM, Ozelo
MC. Allelic variants of human factor VIIl in brazilian patients with severe
hemophilia A and correlation with the risk of inhibitor. J Thromb Haemost;

Volume 7, Supplement 2: Abstract PP-MO-520, 2009.

Santos A, Montalvao SAL, Siqueira LH, Damian GB, Thomas S, Veiga M,
Fujimoto DE, Streva A, de Paula EV, Anicchino-Bizzacchi JM, Ozelo MC. Lower
incidence of IgGs subclasses of anti-FVIIl antibodies that recognize an
intermediate-purity plasma derived factor VIl product in severe hemophilia A
inhibitor positive patients. J Thromb Haemost Volume 7, Supplement 2:

Abstract PP-MO-521, 2009.

Santos A, Montalvao SAL, Furlan Freguia C, de Paula EV, Annichino-Bizzacchi
JM, Camire RM, Ozelo MC. Molecular and biochemical characterization of FVIII
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mutations in a female with severe hemophilia A, 11/2007, Congresso Brasileiro
de Hematologia e Hemoterapia — HEMO 2007, Vol. 29, pp.89-89, Sao Paulo, SP,

Brasil, 2007.

Santos A, Montalvao SAL, Furlan Freguia C, de Paula EV, Annichino-Bizzacchi
JM, Camire RM, Ozelo MC. Molecular and biochemical characterization of FVIII
mutations in a female with severe hemophilia A. J Thromb Haemost; 5

Supplement 2: P-T-123, 2007.

Santos A, Montalva O, Thomas S, Veiga M, De Paula E, Ozelo M. Genetic and
ethnic aspects related to the development of inhibitors among Brazilian
patients with hemophilia from five distinct geographical regions in Brazil.

Haemophilia; 12: 1-154, 2006.
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Anexo 4

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

£ Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP

® (0_19) 3788-8936

FAX (0_19) 3788-8925

® www.fem, unicamp. br/pesquisa/etica/index html
B cep@ fem unicamp.br

CEP, 20/07/04.
(Grupo I)

PARECER PROJETO: N° 279/2004

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDO MULTICENTRICO BRASILEIRO DE INIBIDORES EM
HEMOFILIA - CARACTERIZACAO DE ASPECTOS GENETICOS E
IMUNOLOGICOS ENVOLVIDOS NO DESENVOLVIMENTO DE INIBIDORES EM
HEMOFILIA A E B” )

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Margareth Castro Ozelo

INSTITUICAO: Centro de Hematologia e Hemoterapia da Universidade Estadual de Campinas -
HEMOCAMP - UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 07/06/2004

APRESENTAR RELATORIO EM: 15/12/04 ¢ 15/06/05

II- OBJETIVOS

Determinar, entre os individuos com diagnéstico de hemofilias A e B, os fatores
genéticos e ndo genéticos envolvidos no desenvolvimento ou protegio ao desenvolvimento de
anticorpos neutralizadores (inibidores) dos fatores de coagulagio, caracterizando (a) a
prevaléncia de inibidores contra FVIII ou FIX com antecedentes étnicos distintos, pertencentes
as cinco regides brasileiras, (b) classificar os anticorpos conforme a subclasse de imunoglobulina
a que pertencem e (c) pesquisar a presenga de inibidores em irmdos ou outros parentes proximos
ndo hemofilicos.

I1I - SUMARIO

Trata-se de um estudo prospectivo, multicéntrico nacional envolvendo dados
epidemiologicos e de marcadores genéticos (mutagdes e polimorfismos génicos). Serdo
envolvidos de 500 a 800 individuos com diagnostico de hemofilias A ou B das cinco regides
brasileiras que serdo submetidos a: (1) dados de identificag@io, com énfase na ascendéncia étnica.
(2) confeccdo de heredograma, (3) coleta de sangue para confirmagdo e classificagio do tipo de
hemofilia, bem como para pesquisa da presenca e classificagdo dos inibidores (anticorpos
neutralizadores) contra FVIII e FIX, além de extragdo de DNA gendmico e RNA.
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IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto esta bem estruturado e a pesquisadora ¢ altamente qualificada, tendo recebido
um prémio internacional da "Bayer Hemophilia Awards Program" que sera utilizado para
custear esta pesquisa. O termo de consentimento livre e esclarecido pos-informagdo é bastante
detalhado e usa uma linguagem clara (porém néo de todo simples para a maioria da populagio
brasileira) descrevendo os objetivos, procedimentos, desconfortos e riscos esperados, além de
garantir acesso a informagdes geradas, liberdade de descontinuidade no projeto, salvaguarda da
confidencialidade, sigilo e privacidade, bem como assisténcia médica em caso de eventuais
danos & saude decorrentes da pesquisa. Nio havera envio de material biolégico para o exterior.

Consideramos o projeto de relevancia, metodologicamente bem fundamentado e com
descrigdo dos aspectos éticos adequada.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apéds
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

O conteido e as conclusdes aqui apresentados sio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds andlise das razoes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano néo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas Justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 4 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envié-las também 4 mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.¢)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.
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VII - DATA DA REUNIAOQ

Homologado na VII Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 20 de julho de 2004.

4.y P
Profa. Dra. Carmen Silvia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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