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RESUMO

As hemofilias sdo doencas hemorragicas resultantes da deficiéncia de fator VIII (hemofilia A) ou
de fator IX (hemofilia B) da coagulagdo, decorrentes de mutagdes nos genes que codificam os
fatores VIII ou IX, respectivamente. A hemofilia A é mais frequente que a hemofilia B e acomete
aproximadamente 1:10.000 nascimentos masculinos. A gravidade e frequéncia dos episédios
hemorragicos esta relacionado ao nivel residual de atividade de fator VIII presente no plasma e este
relaciona-se ao tipo de mutacdo associada a doenca. A clonagem do gene do fator VIII tornou
possivel o conhecimento das bases moleculares da hemofilia A, sendo hoje conhecidas mais de
1.000 mutagdes associadas a doenga. O conhecimento das bases moleculares da hemofilia A
permite uma melhor compreenséo da relagdo genétipo-fendtipo da doenga, tomada de condutas
clinicas diferenciadas em casos de mutagdes associadas a um maior risco de desenvolvimento de
inibidor, determinacdo da condicdo de portadora de hemofilia em mulheres relacionadas aos
pacientes, implementacdo de programa de aconselhamento genético/orientagdo familiar e melhor
compreensdo das relagles estruturais-funcionais do gene-proteina. Este artigo prop0e revisar as
bases moleculares da hemofilia A, os métodos laboratoriais utilizados para a caracterizagédo das
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INTRODUGAO

A coagulacdo do sangue consiste em uma série de reacgdes
bioguimicas sequenciais envolvendo a interagéo de protei-
nas, comumente referidas como fatores da coagulagao, além
de células (em particular, as plaquetas) e ions. O processo,
em dUltima andlise, leva a formacdo de um coagulo, cujo
principal componente ¢ a fibrina®. Deficiéncias dos fatores da
coagulagdo podem ocasionar doencas hemorragicas
(coagulopatias). As principais manifesta¢des clinicas destas
doengas sdo os sangramentos que podem ocorrer de forma
espontanea ou induzida por trauma ou cirurgia. Dentre todas
coagulopatias, as hemofilias e a doenca de von Willebrand
sdo as mais frequentes. O primeiro relato conhecido sobre
hemofilia encontra-se em um decreto do Talmude (livro de
condutas do povo judeu) datado do século Il d.C. Neste
decreto, o relator isenta da circuncisdo criangas provenientes
de familias que tenham sofrido duas mortes decorrentes de
hemorragias ap6s o procedimento. Desde entdo, a hemofilia
soma mais de 1.800 anos de histéria, contada por esparsos
casos durante a Idade Média, por estudos pioneiros durante
o século XIX e por avangos da bioquimica e genética ao longo
do século XX23.

mutacdes e as implicacdes clinicas envolvidas no diagnéstico molecular da hemofilia A.

Unitermos: Hemofilia A. Mutacdo. Diagnostico molecular. Determinagéo de portadoras. Genes. Fator VIII.

Aspectos gerais da hemofilia

Sabe-se hoje que as hemofilias s@o doencas resultantes da
deficiéncia quantitativa dos fatores VIII (hemofilia A) ou IX
(hemofilia B) da coagula¢@o, podendo decorrer de fatores
adquiridos ou hereditarios. As formas adquiridas, mais raras,
sdo resultantes do desenvolvimento de autoanticorpos, associ-
ados a doengas autoimunes, cancer ou causas de origem
idiopéatica. A hemofilia hereditaria resulta de alteracbes genéti-
cas nos genes que codificam o fator VIII (hemofilia A) ou IX
(hemofilia B) da coagulacdo®. A hemofilia A hereditaria é o
assunto desta reviséo.

A hemofilia A, também conhecida como hemofilia classica,
é mais comum do que a hemofilia B na propor¢éo de aproxima-
damente 4:1. Em diversas populagdes étnicas e geograficamen-
te distintas ja estudadas, a prevaléncia da hemofilia A é de
1:10.000 nascimentos masculinos. Esta frequéncia parece ndo
variar consideravelmente entre as populagbes e tem sido
mantida por um equilibrio entre a perda de mutagdes, por
exemplo, no caso de um paciente com hemofilia que tem
somente filhos homens e ndo transmite aos mesmos a doenca,
e 0 aparecimento de mutacBes esponténeas®.

O quadro clinico da hemofilia A é marcado pela recorréncia
de hemorragias, principalmente em articulagdes (hemartroses)
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e musculos (hematomas), podendo também ocorrer em outros
locais do corpo e, em casos mais graves, hemorragias internas
e do sistema nervoso central. A frequéncia e a gravidade dos
episodios hemorragicos dependem do nivel residual do fator VIII
(FVIII:Ag) presente no plasma e sua respectiva atividade funci-
onal (FVIII:C). E em funcéo deste nivel de concentracéo e de
atividade que a hemofilia A é usualmente classificada nas
formas grave (< 0,01 Ul/mL de FVIII:Ag e/ou < 1% de FVIII:C),
moderada (< 0,01- 0,05 Ul/mL de FVIII:Ag e/ou < 1-5% de
FVIII:C) e leve (> 0,05 a < 0,40 Ul/mL de FVIII:Ag e/ou = 5%
e < 40% de FVIII:C). A frequéncia de hemofilia leve, moderada
e grave é de 50%, 10% e 40%, respectivamente®’.

Aspectos genéticos da hemofilia

Por ser uma doenca genética recessiva ligada ao cromosomo
X, a hemofilia A afeta quase exclusivamente homens. Homens
possuem um unico alelo de fator VIII (XY) enquanto as mulheres
possuem dois alelos (XX). Homens com um alelo com mutagéo
(X"Y, hemizigose) terdo a doencga, enquanto mulheres com um
Unico alelo com mutacao (X"X, heterozigose) serdo portadoras e,
portanto, com 50% de probabilidade de transmitir o alelo anor-
mal a sua prole, em cada gestacdo. Ja as mulheres com mutagdes
em ambos os alelos (X"X", homozigose) manifestardo a doenga,
embora esta seja uma situa¢cdo muito rara (Figura 1A). Cerca de
30% dos pacientes diagnosticados com hemofilia A ndo possuem
histdria familiar prévia da doenca (Figura 1 B). Estes casos sdo
explicados pela ocorréncia de mutagdes espontaneas que podem
acontecer em duas situagdes: (1) durante a gametogénese de um
dos progenitores. Neste caso, a mutagdo ocorre em uma das
células da linhagem germinativa e persiste em todos os descen-
dentes clonais da mesma e em uma propor¢do dos gametas,
caracterizando 0 mosaicismo germinativo; (II) a mutagéo pode
também ocorrer durante os primeiros estagios da embriogénese
do paciente afetado. Nesta situacdo, uma das células, presentes
nos estagios iniciais do embrido em formacao, sofre mutagéo e
esta é repassada as demais células por meio de mitoses suces-
sivas, fazendo com que, o individuo possua tanto células normais
quanto alteradas. Este fato caracteriza 0 mosaicismo somatico®*°.

O gene do fator VIII

Enquanto aspectos clinicos e bioquimicos da hemofilia A
sdo conhecidos ha décadas, as bases moleculares da doenga
somente foram compreendidas a partir de 1984 apés a
clonagem e caracterizagdo do gene que codifica o fator VIII (F8).
Este gene estd localizado na extremidade do brago longo do
cromossomo X (porgéo Xgq28) e compreende 186.000 pb (pares
de bases) distribuidos entre 26 éxons e 25 introns que variam
de 69 a 3.106 pb e de 0,2 a 32,4 kb (kilobases, 1.000 pares
de bases), respectivamente. Toda a sequéncia do gene compre-
ende aproximadamente 9 kb de éxons e 177 kb de introns que,
juntos, correspondem a cerca de 0,1% de todo 0 cromossomo
X10 (Figura 2). Outras caracteristicas de F8 devem ainda ser
enfatizadas: (1) a presenca de cerca de 70 ilhas CpG, das quais
2% estdo em sequéncias codificadoras; (lI) o grande tamanho
do éxon 14 (3.106 pb), que representa cerca de 40% da regido
codificadora, mas que codifica a parte funcionalmente menos
importante da proteina (Figura 2) e (I1l) o grande tamanho do
intron 22, que apresenta uma ilha de CpG que funciona como
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Figura 1 - Representacéo esquematica do padrao
de heranga de hemofilia A
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(Aa): Possibilidades genéticas da prole de um homem com hemofilia A (X"Y:
hemizigose) com uma mulher normal para essa caracteristica; a prole sera constituida
por 100% de portadoras de hemofilia A e 100% de homens normais para esta
caracteristica. (Ab): Possibilidades genéticas da proble de uma portadora (X"X;
heterozigose) com um homem normal para essa caracteristica; a prole seréa constituida
por 50% de chance de nascimento de portadora e 50% de chance de nascimento de
paciente com hemofilia para cada gestacdo de mulher ou homem, respectivamente.
(Ac): Possibilidades genéticas da prole de uma mulher com hemofilia (X"X";
homozigose) com um homem normal para essa caracteristica: a prole seré constituida
por 100% de portadoras de hemofilia A e 100% de homens com hemofilia. (Ba, Bb):
Prole de dois casais normais e sem histéria familiar de hemofilia A, demonstrando a
ocorreéncia de mutacéo espontanea com geracdo de um homem com hemofilia A (Ba,
homem em vermelho) e uma portadora (Bb, mulher mesclada).

promotor bidirecional para dois transcritos adicionais denomi-
nados F8A e F8B**

F8A possui 1,8 kb, ndo apresenta introns e é transcrito em
direcdo oposta a F8. Ja F8B possui 2,5 kb e é transcrito na
mesma direcdo de F8, sendo parcialmente sobreposto ao
mesmo (éxons 23 -26). As sequéncias de F8A e da ilha de CpG
formam uma regido de aproximadamente 9,5 kb denominadas
int22h1. Esta sequéncia possui similaridade com duas copias
extragénicas (int22h2 e int22h3) localizadas aproximadamen-
te entre 400-500 kb anteriores a porgdo telomérica de F8. A
ocorréncia de uma segunda regido com alto grau de similaridade
envolvendo sequéncia intra e extragénica pode ser observada
neste gene. Esta corresponde a uma regido de aproximadamen-
te 1 kb, mais exatamente 1.041 pb, presente no intron 1,
denominada intlhl1. A regido de alta similaridade correspon-
dente esta localizada a aproximadamente 140 kb anteriores a
porcdo telomérica de F8. Essa cOpia extragénica é denominada
intlh2. Estas regides de alta similaridade funcionam como
sitios de recombinacdo homologa e determinam rearranjos
intragénicos!?13 (Figura 3).

Outra caracteristica importante deste gene é seu baixo indice
de polimorfismo. Os polimorfismos observados neste gene sé@o
de dois tipos: SNPs (polimorfismo de Gnico nucleotideo) e
VNTRs (sequéncias de numero varidvel repetidas em “tan-
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Figura 2 - Representacéo esquematica da localizagdo cromossdmica e
estruturada gene e de proteina do fator VIII
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1. llustragdo esquemaética do cromossomo X com os bragos “p” (brago curto) e “q”
(braco longo); 2. Detalhamento do gene do fator VIII na regido Xq28 com extenséo de
186.000 pb distribuidos em 26 éxons; 3. Transcrito maduro de F8 com 9.010 bases;
4. Proteina precursora do fator VIII composta por 2.351 aminoacidos das quais 19
correspondem ao peptideo sinal: a. Estrutura primaria da proteina com 2.332
aminoacidos e a apresentacdo dos seus dominos Al, A2, B, A3, Cl e C2; b.
Detalhamento da estrutura primaria do fator VIII demonstrando os limites dos
aminoacidos correspondentes a cada um dos dominios; c. e d. Fator VIII apés clivagens
proteoliticas resultando em um heterodimero ligado por metal bivalente; e fator VIl no
ambiente extracelular associada ao fator de vanWillebrand, as setas indicam sitios de
clivagem resultaram na ativacao do fator VIII. Abreviagdes: PS, peptideo sinal: b; base:
pb, pares de base; p. brago curto; q. brago longo; VWF, fator de vanWillebrand

dem”). Essas variagdes tém relevancia clinica no contexto de
doencgas hereditarias, uma vez que podem ser usados para
rastrear um gene mutado em uma familia afetada. Entretanto,
deve-se considerar as diferencgas nas frequéncias de alelos entre
populagdes distintas, pois loci de grande interesse diagndstico
podem diferir de acordo com a etnia da populacdo, assim como
com o desequilibrio de ligagao*.

Do mRNA do fator VIII & proteina

O transcrito de F8 tem cerca de 9010 b de tamanho com
uma curta regido 5' ndo traduzida (150 pb), uma janela de
leitura aberta (7.056 bases) e uma longa extremidade 3'(1.806
pb) ndo traduzida. A janela de leitura aberta codifica uma
proteina precursora de cadeia Unica contendo 2.351
aminoacidos, 19 destes correspondentes a sequéncia de um
peptideo sinal. Durante a passagem da proteina pelo reticulo
endoplasmatico, o peptideo sinal é clivado resultando em uma
proteina de estrutura primaria de 2.332 aminoéacidos?s.
A analise da estrutura primaria desta proteina mostrou a presen-
¢a de dominios: Al-al-A2-a2-B-a3-A3-C1-C2 (Figura 2:4b).
O conhecimento da via de sintese intracelular do fator VIII
tornou-se possivel gracas aos estudos com cultura de linhagens
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de células de mamiferos, ndo humanas, transfectadas com o
cDNA do fator VIII. A maturagdo e a secrecdo do fator recém
sintetizado envolvem grande variedade de interacGes proteina-
proteina e diversas modificagdes pds-traducionais. No reticulo
endoplasmatico, o fator VIII sofre varios eventos de glicosilagéo
para entdo ser encaminhado para o complexo de Golgi. Neste,
a molécula sofrera processo de sulfatagdo e glicosilacdo de
residuos especificos, além de clivagens proteoliticas na jungéo
dos dominios B-A3 e em sitios adicionais dentro do dominio “B”.
Estas clivagens dividem a molécula de fator VIII em duas
porgdes: (I) cadeia pesada, constituida pelo dominio A1, A2 e
fragmentos heterogéneos do dominio B e (Il) cadeia leve,
constituida pelos dominios A3, C1 e C2, resultando na secrecdo
de um heterodimero dependente de metais bivalentes!®
(Figura 2:4d).

O fator VIII no plasma

Imediatamente apds a secregéo do fator VIII, o heterodimero
interage com o fator de von Willebrand que atua como carreador
do fator VIII durante sua circulagdo no plasma. O fator VIII,
ligado ao fator de von Willebrand, terd uma meia vida que varia
de 12-15 horas. O fator VIII é ativado pela trombina e pelo fator
X. Ambas as proteases clivam a molécula de fator VIII nas
posicdes Arg®"2e Arg7“°da cadeia pesada e Arg!®® da cadeia leve
(Figura 2:4e). Essas clivagens resultam em dois fragmentos Al-
A2 e A3-C1-C2 que permanecem associados por meio de
interacgdes eletrostaticas entre o dominio A1 e A3. A ativacgdo do
fator VIl reduz drasticamente a afinidade com o fator de von
Willebrand. O fator VIII ativado juntamente com fator IX ativado,
fosfolipides de membrana carregados negativamente e ions
calcio formam o complexo tenase, que por sua vez, atua
enzimaticamente sobre o fator X convertendo-o em sua forma
ativada. O fator X ativado participa da conversdo da protrombina
em trombina juntamente com fator V ativado e ions calcio
(complexo protrombinase). A trombina é a enzima chave da
cascata de coagulagdo que, em dultima instancia, convertera
fibrinogénio em fibrina. Uma vez que o fator VIII ativado tenha
desempenhado seu papel na cascata da coagulacdo, este é
rapidamente inativado. O mecanismo exato desta inativagao
sob condigdes fisiologicas ainda é desconhecido. Entretanto, a
proteina C ativada cliva a cadeia pesada do fator VIII nas
posicBes Arg33¢/Met33” e Arg®62/Gly®3 em uma reagao que requer
a presenca de proteina S e a regido carboxi-terminal do dominio
B do fator V179,

A heterogeneidade das mutacdes na hemofilia A

Desde a clonagem de F8 em 1984, as bases moleculares da
hemofilia A vem sendo extensivamente estudadas. Estes estu-
dos geraram grande volume de informacdes que hoje s&o
compiladas em bancos de dados acessiveis através da internet.
Um dos mais representativos bancos de informac&@o sobre
hemofilia A é o HAMSTeRS (Haemophilia A Mutation Search
Test and Resource Site).2° Este banco disponibiliza a listagem
completa das mutagdes publicadas, dados fenotipicos, modelos
moleculares, métodos para o rastreamento de mutagdes, lista de
polimorfismos e uma revisdo sobre a patologia molecular da
hemofilia A. O HAMSTeRS lista atualmente mais de 1.000
mutacgOes associadas a hemofilia A envolvendo substituicoes,
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delecdes e inser¢des distribuidas por todo o gene?!. Os dados
moleculares sobre a hemofilia A demonstram uma grande
heterogeneidade de mutacdes associadas a doenga. Entretanto,
duas mutacdes especificas, a inversdo do intron 22 e a inverséo
do intron 1, sdo encontradas em cerca de 50% e 5% dos casos
de hemofilia A grave, respectivamente??.

A inversdo do intron 22 resulta da recombinag¢do homéloga
entre a sequéncia int22hl e uma das cépias extragénicas
(int22h2 ou int22h3) localizadas a 400-500 kb anteriores a
porcdo telomérica de F8. Dependendo da cOpia extragénica
envolvida no evento de recombinacdo, dois tipos principais de
inversdo sdo reconhecidos. A inversdo do tipo 1 envolve a cépia
distal (int22h3) e a inversao do tipo 2 envolve a copia proximal
(int22h2). Estas inversdes ocorrem quase exclusivamente na
meiose masculina®*?4 (Figura 3).

A inversdo do intron 1 envolve a recombina¢do homdloga
entre uma regido de 1.041 pb situada no intron 1 (intlhl) e
uma copia extragénica (int1lh2) situada a aproximadamente a
140 kb anterior da porcéo telomérica de F8 entre 0s genes C61A
e VBP1. A similaridade entre as sequéncias intlhl e intlh2 é
muito alta, sendo observada a diferenga de um Unico
nucleotideo entre elas?>2¢ (Figura 3).

Apesar do grande volume de informacgbes sobre as bases
moleculares da hemofilia A, existe um percentual de cerca de
2% dos pacientes cujo diagnostico molecular nédo é estabeleci-
do, mesmo usando as abordagens mais avangadas para a
anélise do gene. Isto pode ser decorrente de mutagdes que estédo
presentes em regides ndo codificadoras ou que estes pacientes
nao possuem mutacdo associada ao F8. E possivel que haja
participacdo de outros genes, por exemplo, no caso dos genes
LMAN1 (do inglés, lectin, manose binding 1, também conheci-
da como ERGIC53) e MCFD2 (do inglés, multiple coagulation
factor deficiency 2 protein) responsaveis pelo transporte
intracelular do fator VIII do reticulo endoplasmético para o
aparato de Golgi. Defeitos destas proteinas resultam em defici-
éncia combinada de fatores V e VIII da coagulacéo?”.

Diversas proteinas interagem com o fator VIII na circulagéo.
Uma das mais importantes é o fator de von Willebrand. O fator
de von Willebrand é uma glicoproteina multimérica que desem-
penha dois principais papéis na hemostasia: (1) ela participa da
hemostasia priméria quando atua como um mediador para a
interacd@o entre as glicoproteinas da superficie plaquetaria e a
parede do endotélio, no sitio de injuria vascular e, (II) participa
da hemostasia secundaria quando atua como proteina
carreadora do fator VIII, aumentando a meia vida deste.?®
Considerando seu papel na hemostasia secundaria, é facil
compreender que a deficiéncia de fator de von Willebrand
resulta em uma correspondente diminuigdo dos niveis de fator
VIII e em quadros clinicos similares aqueles observados em
pacientes com hemofilia A. Dos diversos subtipos clinicos da
doenca de von Willebrand (tipos 1, 2A, 2B, 2M, 2N), a variante
2N é a Ginica que decorre da reducdo da interagdo entre fator von
Willebrand e fator VIII devido a mutagdes nos dominios D’ ou D3
daquele fator?°. Homozigotos ou heterozigotos compostos, para
essa condicdo, apresentam reducdo dos niveis de fator VIII no
plasma e, geralmente, apresentam eventos hemorragicos, que
muitas vezes sdo erroneamente diagnosticados como hemofilia
A. A andlise desta variante é importante, sobretudo em
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Figura 3 - Representagdo esquematica da inversdo dos instrans 1 e 22
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A. Representagdo esquemética de F8 juntamente com a por¢do telomérica do
cromossomo X. No esquema, as regides em cor amarelo e verde sdo regides de alta
similaridade presentes dentro e fora de F8. “a” e “b” representam respectivamente as
copiasintlh-1eintlh-2 enquanto “c”, “d” e “e” representam respectivamente as copias
de int22h-1, int22h-2 e int22h-3. Representacdo esquematica do mecanismo da
inversdo da intran 1.C. Representagdo esquematica do mecanismo de inversdo do
intran 22 Abreviagdes: tel, telomero; cen, centromero.

pacientes cuja analise molecular para hemofilia A mostrou-se
negativa para mutagGes em F8%°. Outra questdo a ser pontuada
quanto a mutagdes em outros genes diz respeito a fatores que
podem influenciar o fendtipo da hemofilia. Trabalhos recentes
mostraram gque, mesmo pacientes que apresentam a mesma
mutacao e com niveis residuais de fator VIII similares, podem
apresentar variagfes quanto ao padrdo de manifestacdes
hemorragicas. Dentre as explicacGes para a variabilidade
fenotipica destaca-se a presenga das mutagdes protromboticas,
tais como o fator V Leiden, mutacdes no gene da protrombina,
(G20210A), no gene da metilenotetrahidrofolato redutase, de-
ficiéncia de proteina C e proteina S, ou mesmo co-heranga de
polimorfismos que afetam o sistema de coagulacédo. H& ainda
trabalhos recentes que associam a variabilidade fenotipica a
diferencas da farmacocinética do fator VIII infundido nos paci-
entes. Estes fatores podem minimizar a gravidade clinica da
hemofilia A3132,

O diagndstico molecular da hemofilia A

A histéria familiar e a ocorréncia de episédios hemorragicos
sdo os principais dados para o diagnostico da hemofilia. Entre-
tanto, cerca de 20%-30% dos pacientes com hemofilia ndo
apresentam histéria familiar da doenca. A disponibilidade de
técnicas moleculares acrescentou, ao diagnéstico laboratorial
da hemofilia, a possibilidade de caracterizar a doenca em nivel
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molecular. A analise molecular pode utilizar tanto DNA ou RNA,
embora o primeiro seja mais utilizado em funcéo de sua maior
estabilidade e facilidade de manuseio. As abordagens utilizadas
para a andlise do DNA podem ser diretas ou indiretas. As
abordagens indiretas sdo baseadas em analise de ligacdo e
empregam marcadores polimdrficos especificos. As abordagens
diretas sdo baseadas em diversas técnicas moleculares que
permitem a identificaclo precisa da mutagdo. Entretanto, apre-
sentam como dificuldade o extenso tamanho de F8, a comple-
xidade gendmica do mesmo e a grande diversidade de muta-
¢Oes. Mutacdes envolvendo grandes sequéncias de DNA, isto &,
grandes delecdes, inser¢gBes ou rearranjos podem ser
identificadas por meio de analise de Southern blotting 3. Para
a detecgdo da inversdo do intron 22, vém sendo utilizadas a
técnicas de PCR longa propostas por Liu et al.**, e, mais
recentemente, uma técnica de PCR multiplex proposta por
Rossetti et al.®®> Mutacdes envolvendo pequenas alteragbes na
sequéncia de DNA (em geral, mutacGes em ponto) requerem
procedimentos técnicos especiais. Para tal, utiliza-se a ampli-
ficacdo por PCR, seguida de um ensaio de mobilidade
eletroforética (DGGE - Denaturing, Gradient Gel eletrophoresis,
SSCP - Single Strand Conformation Polymorphism, CSGE -
Conformation Sensitive Gel Eletrophoresis, DHPLC -
Denaturing High Performance Liquid Chromatography, e
CCMA - Chemical Cleavage Mismatch Analysis) e/ou de
sequenciamento®¢3”. De modo geral, as taxas de deteccao de
mutacgdes obtidas com estes ensaios sdo bastante elevadas e
tém sido aperfeicoadas mediante adequacdo de protocolos.

Implicacdes clinicas do diagndstico molecular das hemofilias

Em geral, a caracterizagdo molecular da hemofilia A ndo é
necessaria para o diagnéstico da doenga, nem para o seu
tratamento. O diagnostico da hemofilia é suspeitado clinica-
mente e confirmado através da realizacdo do teste de FVIII:C. O
tratamento é realizado através de infuséo do fator deficiente de
forma profilatica ou sob demanda. Entretanto, o diagndstico
molecular das hemofilias é altamente relevante para a identifi-
cacao de portadoras, naquelas situacdes em que a condicéo €
possivel, mas néo obrigatéria (filhas de mulher portadora) ou,
ainda, naqueles casos em que, embora ndo exista histdria
familiar prévia de hemofilia, ocorreu nascimento de individuo
com a doenca. Nestas situagdes, a identificacdo da condicéo de
portadora é fundamental, particularmente em mulheres em
idade fértil, pois permite que a mulher possa participar e decidir
sobre o planejamento de sua familia. Enfim, o diagndstico
molecular das hemofilias permite estruturar um programa de
aconselhamento genético/orientagdo familiar que permite de-
terminar com precisdo a condicé@o genética da doenca (heredi-
taria ou esporadica). Os dados advindos dessa determinacdo
disponibilizam potenciais informag6es quanto as caracteristi-
cas da doenca, riscos de recorréncia, modalidades de transmis-
sdo genética, arsenal diagndstico pré e pds-natal assim como
suporte psicolégico e emocional383°,

O diagndstico molecular das hemofilias tem importancia
prética no diagnostico pré-natal em paises onde o abortamento
de individuos afetados por doencas graves € legal. Esta situacao
nao é permitida no Brasil, tornando seu uso limitado para esta
indicacdo. Uma das complicacdes mais temiveis da hemofilia A
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é o desenvolvimento de inibidores de fator VIII (aloanticorpos),
que ocorre em 10%-30% dos pacientes. Pacientes com inibidor
tornam-se refratarios a infuséo de fator VI, apresentam hemor-
ragias mais frequentes e/ou mais graves e necessitam tratamen-
to com produtos mais onerosos. Em aproximadamente 95% dos
casos, o desenvolvimento de inibidor ocorre nos primeiros 50
dias de infusdo do concentrado. O Unico tratamento capaz de
erradicar inibidores em hemofilia é a imunotolerancia, que
consiste na infusdo frequente de concentrado de fator VIII, com
fins de “tolerizar” o paciente. Estudos correlacionando o desen-
volvimento de inibidores e os tipos de mutacdo demonstraram
que mutagdes com troca de aminoacidos e pequenas delegdes
exibiram baixa prevaléncia de inibidores (cerca de 5%). Em
contraste, grandes dele¢cBes, mutagfes sem sentido e a
prevalente inversdo do intron 22 se associaram a maior
prevaléncia (7-10 vezes) de inibidores (cerca de 35%).4° Resul-
tados semelhantes foram demonstrados por Goodeve e Peake*!
ao estabelecerem a correlagdo entre gendtipo e fendtipo e o
desenvolvimento de inibidores. E possivel que pacientes com
mutagdes de troca de sentido sejam capazes de sintetizar fator
VIII enddgeno, que, embora ndo funcional, seria suficiente para
induzir a imunotolerancia para o fator VIl exégeno. Em contras-
te, quantidades minimas de fator VIl endégeno sao sintetizadas
em pacientes com defeitos moleculares graves e o fator VIII
exdgeno representaria, portanto, uma proteina estranha que
desencadearia uma resposta imune “°. Ainda, mutaces na
cadeia leve do fator VIII parecem conferir maior risco de
inibidores do que mutagdes na cadeia pesada *2. A maioria dos
inibidores em pacientes com hemofilia A leve/moderada ocorre
em associagao com mutagdes com sentido trocado nos domini-
0s A1-A2 (entre os residuos 482-501) e na juncdo C1-C2 do
fator VIII. Estas mutacBes estdo associadas a risco aumentado
de inibidor em até 50%, possivelmente ocasionado por mudan-
ca conformacional da proteina #*#4. Em particular, algumas
mutacdes se encontram mais comumente associadas ao desen-
volvimento de inibidor em hemofilia A leve/moderada:
Arg593Cys, Arg2150His e Trp2229Cys.*® Em pacientes com
hemofilia A leve/moderada e mutagdes de risco para desenvol-
vimento de inibidores, recomenda-se ftratar 0s eventos
hemorragicos com desmopressina sempre que possivel a fim de
minimizar as infusfes de concentrado de fator VIII, reduzindo,
assim, o risco de desenvolvimento de inibidor. Ainda, diante de
mutagdes de risco, recomenda-se testar o paciente para a
presenca do inibidor mais frequentemente, particularmente até
a 502 infusdo. Um estudo recente revelou que pacientes com
hemofilia A e inibidor, tratados com imunotolerancia, que
apresentam grandes delegdes de F8, apresentam resposta pior
em comparacgdo com outros tipos de mutacdo “6. O estudo de
mutag¢des naturais pode levar a uma compreensdo mais clara
das relagdes estrutural-funcionais de diversas proteinas. Este
aprendizado ndo é diferente com relagéo ao fator VIIl, uma vez
que a caracterizacdo de diversas mutagdes tem ocasionado uma
melhor compreenséo das relagbes F8-fator VIII4748,

Por altimo, o diagndstico molecular da hemofilia A é funda-
mental para o aconselhamento genético. Especialmente em
casos esporadicos, sem histéria familiar prévia da doenca,
somente o conhecimento da mutacéo, associada pode reconhe-
cer a condigdo de portadora e predizer com precisdo o risco de
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recorréncia da doenca na futura prole. Ainda, o conhecimento
do gendtipo pode trazer vantagens na predicdo do risco de
desenvolvimento de inibidores, possivelmente do sucesso da
imunotolerancia e, no futuro, para terapia génica. Recomenda-
se que o diagndstico molecular da hemofilia A seja realizado em
todos os pacientes acometidos pela doenga. Em paises desen-
volvidos, o teste € ofertado a todos os pacientes com hemofilia
ao diagndstico, embora ndo seja ainda de rotina no Brasil.
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SUMMARY

Hemophilias are bleeding disorders due to deficiency of
the blood coagulation factor VIII (hemophilia A) or factor IX
(hemophilia B), resulting from mutation on the gene coding
for factor VIII or factor IX. Hemophilia A is more frequent
than hemophilia B and affects 1:10,000 male newborns.
The severity and frequency of hemorrhagic episodes is
related to residual activity of factor VIII presentin the plasma
and relates to the type of mutation associated with the
disorder. Cloning of the factor VIII gene has enabled
researchers to better understand the molecular basis of
hemophilia A, accounting to date, for more than 1,000
mutations associated with the disease. This comprehensive
knowledge  permits an improved comprehension of the
genotype-phenotype relation, establishment of clinical poli-
cies when mutations related to higher risk of inhibitors
development are known, identification of hemophilia carriers
in case of women related to patients, implementation of a
program of genetic counseling and discovery of structural-
functional relationship between gene-protein. This article
aims to review the molecular basis of hemophilia A,
laboratory techniques used to characterize mutations and
clinical implications involved in the molecular diagnosis of
hemophilia A. [Rev Assoc Med Bras 2009; 55(2): 213-9]

Key Worps: Hemophilia A. Mutation. Molecular diagnosis.
Carrier detection. Genes. Factor VIII.
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