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RESUMD

0s objetivos do presente trabalho foram realizar: 1. Uma revisao
bibliografica sobre hemofilia A. 2. O diagndostico de hemofilicos_ A
através das dosagens de FVIII:C e FYIII:RAg, 3. 0 estudo genético
das familias de hemofilicos A através da andlise de genealogias. 4. A
deteccao de portadoras de hemofilia A através da andlise de genealo-
?111 ¢ de testes laboratoriais. Foram testadas 24 pessoas de b genea-
ogias, sendo 9 hemofilicos A, 8 portadoras provaveis e 7 portadoras
certas. Uma amostra controle de 25 mulheres saugdveis foi tambem tes-
tada, apresentando nivel medio de FVII1:C de 97-26% e de FVIII:RAg de
99219%, Os niveis médios _de FVIII:¢ e FVIII:RAg na amostra de porta-
doras certas foram de 77231% e 1322491 respectivamente. Os metodos
utilizados neste trabalho, para deteccdo de portadoras, naoc atendem
completamente as expectativas das pessoas que procuram o aconselha-
mento genético, mas s3o os unicos vidveis de serem realizados em con-
dicoes brasileiras. Técnicas mais sofisticadas, tais como a  andlise
de DNA, deveriam ser implantadas a médio prazo.

ABSTRACT

The aim of the present plg:r was to review the ltterltur$ on hi-
mophilia A, to diagnose hemophiliacs through FVII1:C and VIII:RAg

assays, to study their families and to detect heterozygotes for the
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condition, Twenty four persons were tested, from 6 families: 9 he-
mophiliacs A, 8 probable carriers and 7 definite carriers. Twenty
five healthy women were also tested, with mean levels of FYIII:C
and FVIII: RAg of 97-26% respectively, The mean levels of FYIII:C and
FVIII: RAg for the definite carriers were 77231% and 132-49% respec-
tively. The methodology used in the present work for carrier detec-
tion is not ideal and DNA analysis should be introduced in brazilian
genetic counselling services,

Key words: Hemophilia A, Carrier Detection, Genetic Counselling.

INTRODUCRO

A hemofilia A & causada pela deficiegncia de uma proteina de coa-
gulacao chamada FVIII:C (Fator VIII pro-coagulante). Individuos afe-
tados sofrem episddios de sangramento e sdo tratados com concentra-
dos ricos em FVYIII:C derivado do plasma humano (Wood et al., 1984).

A caracterizacao da heranca paterna da hemofilia (geralmente sO
homens sido afetados, mas mulheres podem ser portadoras) foi feita pe-
la primeira vez no comeco do século XIX (Ingram, 1975; Lawn e Vehar,
1986) .

Varios nomes foram usados para descrever esta condicdo: Hemorra-
gia, Idiossincrasia Hemorragica, Hematofilia e Doenca de Sangramente
{(Ingram, 1975). Hoje as nomenclaturas utilizadas sie as seguintes:
Hemofilia A e Deficiencia de FVIII:C.

A histdria da terapeutica transfusional esta associada intima-
mente 3 evolucao do conhecimento sobre hemofilia A. Addis, em 1911, e
Howell, em 1914 (Apud Ingram, 1975), foram os primeiros a reconhecer
que o defeito do hemofilico A poderia ser corrigido com uma substan-
cia existente no sangue normal, mais tarde chamada FYIII:C. Foi na

década de 50 que se desenvolveram teécnicas de dosagem desta
substancia que se sabia estava no plasma sanguineo (Ingram,
1975).

Em 1965 houve um marco na terapEutica da hemofilia A, quando

Pool e Shannon descobriram o crioprecipitado (Ingram, 19758), ou se-
ja, a possibilidade de concentrar o FVIII:C atraves do congelamento
ripido & descongelamento lento do plasma.

I.1 - MECANISMO DA COAGULAGCAD SANGUINEA

A coagulacao sanguinea, juntamente com a vasoconstricao e a
aglutinacao plaquetaria & o mecanismo utilizado pelo organismo para
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controlar uma hemorragia. Este mecanismo ocorre pela ativacdo e in-
teracio de proteinas plasmaticas (fatores) presentes no plasma san-
guineo na forma de precursores inativos. A interacao destes fatores
ocorre de forma sequencial e & indicada quando um vaso sanguineo @
danificado. 0 processo de coagulacdo pode ocorrer por dois mecanis-
mos, denominados VIA INTRINSECA e VIA EXTRINSECA (Fig. 01).

A via de coagulacio intrinseca & iniciada quando o fator XII € ativa-
do pelo rompimento de um vaso. Este, ativado, age sobre o fator XIque,
subsequentemente,age sobre o fator IX,que por sua vez ativa o fatorX.
A ativacao do fator X requer ions calcio, fosfolipideos e fator VIII,
que age como cofator. 0 fator X,ativado por este complexo,age sobre o
fator I1(protrombina),ativando-o. Esta reacao requer jons calcio, fos-
folipTdeos e fator V,que age como cofator. 0 fator Il ativado (trombi-
na),age sobre o fator I (fibrinogénio), transformando-o em fibrina.

A via de coagulacao extrinseca se inicia quando o tecido lesado
1ibera tromboplastina (fator tecidual) a qual acelera a ativacao do
fator X pelo fator VII ativado,

VIA INTRINSECA
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VIA EXTRINSECA F ii;::::;::’li Xlla
F VIl e N
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Fowsn FYRassnms [
i:rﬂ.+

8 { C— « F Ila

F Jemmmmmmee «F [a
(Fibrinogénio) (Fibrina)

Fig. 1 - Vias Intrinseca e Extrinseca da coagulacdo. A via_intrinseca
envolve fatores que estdo normalmente na circulacdo,enquan-
to a via extrTnseca envolve fator tecidual(Tromboplastina).
F*= fosfolipideo - Ca**= ions cdlcio.
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[.2 - HERANCA DA HEMOFILIA A

Tanto 2 hemofilia A quanto a2 hemofilia B apresentam padrio de
heranca recessivo e ligado ao sexo. A hemofilia A ocorré com uma
frequéncia de 1:10.000 homens (Lawn e Vehar, 1986; Gitschier et al,
1985; Toole et al, 1984; Roisemberg, 1971; Brownlee e Rizza, 1984)
e a hemofilia Bcom 1:30.000(Giannelli et al, 1984; Ferrari, 1984 ;
Gitschier et al., 1984).

0 gene para a hemofilia A estd localizado no cromossomo X e a
transmissdo desta doenca pode ser explicada da seguinte forma: c&lu-
las femininas contem dois cromossomos X, células masculinas  contém
um cromessomo X e um Y. Deste modo, um homem tem somente um gene pa-
ra o fator VIII herdado de sua mae; portanto, ele sera hemofilico
se 0o gene for defeituoso. As mulheres tém dois genes para o fator
VIII, um herdado do pai e outro herdado da mi3e e sd serdo hemofT1i-
cas quando ambos 05 cromossomos X contiverem o gene defeituoso. Em
consequéncia disto, a mulher portadora apresenta fendtipo normal, na
maioria dos casos, uma vez que a caracteristica hemofilia & recessi-
va em relacdo & condicao normal. As probabilidades de casais afeta-
dos terem filhos hemofilicos, filhas portadoras e/ou normais estao
flustrados na figura 02.

Cromossomo X com gene normal

m Cromossomo X com genc para a
hemofilia

Cromossomo [

Fig. 2 - Riscos de Recorréncia para hemofilia A,
a. Um homem normal com uma mulher hete-
rozigota tém um risco de 1/4 de terem

um filho afetado.

b. Um homem afetado com uma mulher nar-
mal terdo filhos normais e filhas he
terozigotas, =

c. Um homem afetado com uma mulher hete
rozigota terao metade dos filhos (ho
mens e mulheres) afetados. ==
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1.3 - FATOR VIII - ESTRUTURA

0 Fator VIII & uma proteina plasmatica complexa, composta basi-
camente de duas partes: uma que atua no processog de coagulacao. cha=-
mada FY11l prd-coagulante, sintetizada sob controle de um gene no
cromossomo X e outra responsavel pela agregagao plaguetaria, chamada
EVIIl:vw (Fator VILI Von Willebrand), sintetizada sob controle de um

gene autossonico, conforme esquema abaixo, segundo Biggs e Rizza,
1984,
Cromossomo X Autossomd
Hemofilia A poengca de Von Willebrand
FYIII FVIII:vw

0 gene para FVIIL:C esta localizado na regido 28 gqter do braco
longo do cromossomo X (Lawn e Vehar, 1986 e Gilgenkrantz gt 2l.,1986),
pcupando aproximadamente 0,1% deste cromossomo (Brownlee e Rizza,
1984 Lawn, 1985).

A atividade antigénica da molécula FVIIL:C & chamada FVIII:CAg
e a atividade antigénica da molécula FVIII:vw & chamada FVIIL: RAg,
Na hemofilia A, ocorre uma deficiéncia de FVIII:C e FVIIl:Cag. Ma
doenca de Von Willebrand ocorre uma deficiencia de FVIII:RAg e FVIII:vw.

1.4 - FATOR VIII:C - LOCAL DE SINTESE

0 local de sintese do FVIII:C tem sido longamente investigado.
yirios estudos sugerem o figado como principal local de sintese
(Toole apud Law'e Vehar, 1986; Wion et al, 1985; Gitschier et al,
1984; Rall et al, 1985; Toole et al, 1984; Zelechowska et al, 1985).
Entretanto,fontes extra-hepaticas tem sido gevidenciadas, tais como
o baco (Lawn e Vehar, 1986; Wion et al., 1983, Rall et al, 1985),pul-
mio (Wion et al, 1985; Rall et al.,, 1985; Lawn e Vehar, 1986), rim
(Rall et al., 1985; Wion et al, 1985), linfonodos (Toole apud Lawn &
vehar, 1986; Wion et al, 1985; Rall gt al., 1985; Toole et al, 1984)e
placenta (Rall et al, 1985) .

por outro lado, a sintese de FVIIL: RAg ocorre nas células endo-
teliais e megacaridocitos (Rizza et al. 1984; Wion et al., 1985; Zele-
chowska et al, 1985).
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1.5 - PURIFICACAO DE FATOR VIII:C PARA TRATAMENTO DE HEMOFILIA A

A purificacao do FVIII:C a partir do plasma normal & dificultada
pela sua baixa concentracdo, pela extrema sensibilidade & degradacio,
por proteases e pela forte associacdo com formas poliméricas mais
abundantes, como FVIIl:vw (Toole et al, 1984),

Um dos métodos de purificacao do FVIII:C chama-se crioprecipita-
¢do. Este procedimento leva & formacdo de um precipitado rico em
FVIII:C, fibrinogéneo, FXII e FVIII:vw 0 qual, redissolvido em 50-
Tucdo salina isotonica, pode ser usado no tratamento de pacientes com
deficiEncia dessas proteinas (Johnson, Afonson e Willians,1976; Apud
Ferrari, 1977).

Este método de obtencao de FVIII:C, apesar de bastante simples,
vale ressaltar, nao elimina a possibilidade de transmissdo de agen-
tes patogenicos, uma vez que & feito de um pool de plasmas prove-
nientes de varios doadores, e que, portanto, os pacientes tratados
com este crioprecipitado correm o risco de serem contaminados.

Na tentativa de se produzir FVIII:C puro e homogéneo, muitas
pesquisas estdo sendo desenvolvidas no sentido de se obter um con-
centrado eficaz e livre de contaminacao.

[.6 - APLICACOES DA GENETICA MOLECULAR NO ESTUDO DA HEMOFILIA A
I.6.1 - Analise da Estrutura Molecular do FVIII:C

Devido as dificuldades na purificacdo do FVIII:C, sua estrutura
molecular permaneceu desconhecida até recentemente.

0 FVIII:C & uma proteina extremamente 13bil, com peso molecular
variando entre 100.000 e 360.000 (Toole et al, 1984 e Wood et al,
1984); sua concentracdo no plasma & muito baixa [Eﬂﬂﬂﬂ'gng;‘ﬂ, Wood
et al.,1984), nao so em relacao a outros fatores de coagulacdo, como
também em relacao a outras proteinas plasmaticas. Corresponde, por
exemplo, a uma milionésima parte da concentracdo molar da albumina
(Wood et al., 1984; Lawn et al., 1986). Assim, para se obter um micro-
grama de FVIII:C puro, & necessario 1Kg de crioprecipitado prove-
niente de 500 doacdes.

Estas dificuldades foram finalmente suplantadas em 1980, quando
a estruturada molécula de FVIII:C e a estrutura do gene foram escla-
recidas. Segundo varios autores (Gitschier et al., 1986; Lawn e Vehar,
1986; Vehar et al, 1984; Antonarakis et al., 1985; Wood et al, 1984;
Toole et al, 1984) o gene para FVIII:C possui 186 mil bases (186

54



Hemofilia A

Kilobases). Seus 26 exons e 25 Tntrons codificam uma proteina com
2351 aminoacidos e massa molecular de 267.036.

A andlise da sequéncia de aminoacidos da molécula de FVIII:C re-
velou que esta proteina & formada de segmentos repetitivos simila-
res. Trés desses segmentos, com aproximadamente 350 aminoacidos cada,
sio denominados cadeia A; um Unico segmento de 980 aminoacidos e
chamado cadeia B; e a regiao da carboxi-terminal, com 150 aminoaci-
dos chama-se cadeia C. Esses segmentos estio arranjados na seguinte
ordem, segundo Vehar et al. (1984) e Lawn (1985):

1 G

Ai Ai B Ai
—A
(j] (22

1.6.2 - Producdo de FVIII:C

No passado, a vida média dos hemofilicos era de menos de 20
anos. Entre 1950 e 1970, entretanto, o tratamento dos hemofilicos
evoluiu da transfusiao de plasma total para a transfusdo de criopre-
cipitado (Wood et al, 1984) e mais tarde para a injecao dos produtos
liofilizados com concentragoes maiores de FVYIII:C.

Atualmente muitos esforgos estap sendo empregados na fabricacao
de FYIII:C por meio da engenharia genética. A aplicacao da biotecno-
logia na tentativa de se acabar com os riscos dos hemofilicos con-
traTrem doencas virais por transfusao, consiste na utilizacao de
dois tipos de tecnologia: Clonagem de DNA e Uso de Anticorpos Mono-
clonais.

1.6.2.1 - Clonagem de DNA

Baseia-se na introducdo do gene desejado no material genético
de uma célula hospedeira, atraveés dos seguintes passos: 1. Purifica-
cdo e sequenciamento da proteina; 2. Sequenciamento do DNA corres-
pondente; 3. 5Tntese de um segmento pequeno de DNA, homdlogo ao DNA
correspondente (DNA sonda); 4. Insercac do DNA sonda em um vetor
(plasmidio ou fago); 5. Insercdo do vetor em uma cultura de E. coli;
6. Extracio de DNA total de celulas humanas (1infécitos); 7. Geracao
de fragmentos de DONA com enzimas de restricio; 8. Incorporacao des-
ses fragmentos em vetores; 9. Introducao dos vetores num organismo
hospedeiro, usualmente a E.coli.

O0s passos descritos nos Ttens 6 a § levam 3 obtencado das chama-
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das bibliotecas gendmicas. 0 crescimento do vetor hospedeiro em meio
de cultura gera clones do organismo e portanto miltiplas cépias dos
fragmentos de DNA incorporados nos vetores.,

Essa biblioteca gendomica @ utilizada para a selecio de clones
contendo o fragmento de DNA desejado. As enzimas de restricao (endo-
nucleases) sao utilizadas para produzir fragmentos de DNA porque cli-
vam o DNA em pontos de sequencias especificas.

0 fragmento de DNA incorporado no vetor & chamado molécula hi-
brida ou recombinante. A técnica mais usada para identificar clones
com fragmentos de DNA especifico € a hidridizacdo in situ com o DNA
sonda radiocativo, obtido através dos passos descritos nos Ttens 1 a
5, usando o mé&todo SOUTHERN Blot (Southern, 1975).

A clonagem do gene para FVIII:C foi realizada por este método,
e a expressao desse gene no organismo hospedeiro levard & producdo
em grande escala da proteina FVIIT:C (Lawn et al, 1986),

0 FVIII:C obtido através desse processo tem sido utilizado em
caes hemofilicos, contudo ainda ndo foram feitos estudos clinicos,
em humanos, capazes de demonstrar a seguranca e a eficacia desse pro-
duto. (Lawn e Vehar, 1986; Feldman et al., 1986).

1.6.2.2 - Uso de Anticorpos Monoclonais

Anticorpos monoclonais sdo assim chamados por reagirem com um
sTtio especifico do antigeno (epitope). Nas técnicas utilizadas pela
Companhia Farmacéutica Armour (Feldmanetal,1986) um anticorpo anti-
FVIII:C monoclonal & quimicamente combinado com uma base matriz de
resina. A mistura anticorpo-resina & colocada em uma coluna de cro-
matografia adequada. 0 crioprecipitado, que contém FVIII:C e outras
proteinas, € exposto ao material desta coluna. Apds lavagens com so-
lucdes e/ou tampoes adequados, o FVIII:C & entdo extraide da matriz,
obtendo-se desta forma grandes quantidades de FVIII:C puro.

Esse concentrado tem sido avaliado em estudos clinicos e tem
mostrado uma meia vida e recuperacdo excelentes, quando administra-
do em pacientes hemofilicos (Feldman et al., 1986):

1.6.3 - Identificacao de Alteracoes no gene para Fator VIII:C

A maior parte dos casos de hemofilia & causada por uma mutacao
no segmento de DNA que codifica a porcdo pro-coagulante da molécula
de FYIII.

Segundo Lawn e Vehar (1986) & possTvel identificar o tipo de
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mutacdo que leva 3 deficiéncia de FVIII:C, através do isolamento e
sequenciamento do gene para FVIII:C dos hemofilicos. 0 procedimento
& baseado na técnica de hibridizacdo in situ chamada Southern Blot'
(Southern, 1975). Dois tipos de alteracdes podem ser detectadas por
ecce método: delecdio de parte do gene para FVIII:C e alteracao emuma
Gnica base de DNA (mutacao de ponto) (Rivo Fischer; comunicacdo pes-
soal).

1.6.4 - Deteccao de Portadoras e Diagndstico Pré-Natal

0 conhecimento da estrutura do gene para FVIII:C e o desenvolvi-
mento de tEcnicas de analise de DNA levaram ao aperfeicoamento do
diagndstico pré-natal de hemofilia A e da detecgao de portadoras
para essa condicao.

Segundo Graham et al.(1985), consideravel esforco tem sido dis-
pendido nos dltimos 20 anos no sentido de melhorar os métodos de
diagnostico das hemofilias. Especial atencao tem sido dada ao diag-
nGstico pré e pés natal de hemofilia A e 3 deteccao de portadoras.
Segundo ele, a limitacao basica dos metodos tradicionais & que eles
examinam o fendtipo(sangue) ao inves do gendtipo (DNA).

Polimorfismos de DNA podem ser utilizados na jdentificacao de
portadores de hemofilia A {(Lawn, 1985).

1.7 - FATOR VIII:C - HOMOLOGIAS COM OUTRAS PROTEINAS PLASMATICAS

Fass et al. (1985), verificaram que 0 fator VIII:C e o FY apre-
sentavam similaridades com respeito as suas posicoes na cascata de
coagulacgao.

0s fatores ¥ e VIII sdo ambos ativados proteoliticamente pela
enzima trombina: sdo inativados por uma protease dependente de vita-
mina K; parecem requerer um cation divalente para exercer sua fun=-
cao e sao assimétricos.

Vehar et al. (1984) e Fass et al. (1985), observaram que 05 fato-
res VIII e V s3o ambos proteinas de massa relativa mafor que 300,000
e que s5ao altamente similares em sua estrutura, padrao de clivagemda
trombina e presumivelmente funcao.

Apds a descoberta da estrutura molecular dos fatores que parti-
cipam do processo de coagulacao verificou-se que a sequencia de
aminoacidos do fator VIII apresenta notavel homologia com a seqlén-
cia da ceruloplasmina e do fator V. O resultado desses estudos levou
Fass et al.(1985), Vehar et 2l.(1984), Toole et al.(1984), a sugeri-
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rem que, evolutivamente os genes para estas trés proteTnas plasmati-
cas tenham se originade de um iUnico gene ancestral.

I.8 - HEMOFILIA A EM MULHERES

Casos de hemofilia A em mulheres sao raros. Estatisticamente, a
frequencia esperada de homozigotas & de cerca de 3,Ux1ﬂ'g, ou seja,
3 em um bilhdo, sob as condicdes de equilibrio de Hardy-Weinberg (Bar-
row e Graham, 1974).

Para Sie et al.(1975), as causas da hemofilia FVIII:C em mulhe-
res tém sido muito pouco estudadas, Alguns casos de hemofilia A foram
observados em filhas de homens hemofilicos com mulheres portadoras
(estes casos podem ser devidos 3 homozigose do gene para a hemofilia
A) e em mulheres portadoras, clinicamente hemofilicas devido a lyoni-
zacao extrema (Lyon, 1962).

A hemofilia A em mulheres também pode ocorrer em casos de aber-
racdes cromossomicas: 45,X (Bithell et al, 1970), mosaico 46,XX/45,X
(6ilchrist et al., 1965, apud Gilgenkrantz, 1986) e delecgido parcial
de um cromossomo X (Gilgenkrantz, 1986). Neste dltimo caso a afeta-
da era portadora de um cromossomo X em anel, e, através do estudo po-
Timdrfico do DNA, verificou-se gue este cromossomo em anel era de
origem paterna, e que a regido do gene para a producdo do FVIII:C es-
tava ausente. 0 estado homozigoto permitiu a expressao do gene da he-
mofilia A, presente no outro cromossomo X herdado de sua mae porta-
dora.

MATERIAL E METODOS

Foram testados 24 pacientes provenientes de 6 genealogias repre-
sentadas no apendice, dentre os quais, 9 hemofilicos A, 8 portadoras
provaveis e 7 portadoras certas, Foram testadas tambem 25 mulheres
saudaveis entre 20 e 45 anos (estudantes, funciondrias e professoras
da Universidade Federal de Santa Catarina),

Os reagentes liofilizados empregados foram fornecidos pelo CNPq

atraves do laboratdrio do prof. Dr. Israel Roisenberg.

0 sangue coletado era colocado em tubos de centrifuga de polie-
tileno devidamente etiquetados contendo 0,5ml de citrato de sodio
3,8% na proporgao de 1/10.
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0 sangue era centrifugado por 20 minutos a 4.000 rpm. Apos a
centrifugacao o sobrenadante (plasma) era lentamente retirado com
pipeta automatica e ponteiras descartaveis e colocado em tubo de en-
saio de polietileno. Imediatamente eram iniciados os testes de tria-
gem e de dosagem de FVIII:C baseados no método de Austen e  Rhymes
(1975).

Ao término dos testes, os plasmas eram armazenados a-20°¢ para
posterior dosagem da atividade antigénica do FVIII:C, baseada no mé-
todo de Laurel (1972).

RESULTADOS

Os resultados obtidos estaoc dispostos nas tabelas de nimeros 1
a lv

Na tabela 1 pode-se observar os resultados das dosagens de
FVIII:C e FVIII:RAg obtidos para as 25 mulheres saudiveis testadas.,
A média obtida para FVIII:C foi de 97%26% e para FVIII:RAg 99%19%.

A tabela Il mostra os resultados da atividade de FVIII:C e FVIII:
RAg entre o035 09 hemofilicos A testades.

Na tabela IIIl estdo os niveis plasmaticos de FYIII:C e FVIII:RAg
entre as 07 portadoras certas testadas, A media obtida para FVIII:C e
FVIII: RAg foi respectivamente 77X31% e 132%49%.

A tabela IV mostra a atividade de FVIII:C e FVYII1:RAg entre as
8 portadoras provaveis testadas, com valores médios de 102¥38% 98%33%
respectivamente.
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TABELA I - Niveis plasmdticos de FVIII:C e FVIII:RAg

em mulheres saud aveis,

N9 de FVITI:C (%) FYIII:RAg (%)
Individuos
01 ne nz
02 100 108
03 121 123
04 87 67
05 100 116
06 98 74
07 88 84
08 82 105
09 93 89
10 109 93
n 122 135
12 95 93
13 90 99
14 146 97
15 128 99
16 88 83
17 142 86
18 150 96
19 98 7
20 104 13
21 75 107
22 93 92
23 19 150
24 60 77
25 74 122
X 97 99

TABELA 11 - Niveis plasmaticos de FVIII:C e FVIII:RAg

em hemofilicos A

N9 Genealogia Individuo FVIII:C(%) FVIII:RAg (%)
01 01 Iv.5 s B4
02 01 Iv.4 5 100
03 01 Iv.3 2 105
04 01 IV.6 5 120
05 02 I1.5 7 123
06 03 I11.1 11 103
07 04 I111.6 5 197
08 05 I11.3 8 130
09 06 [I1.10 1 130
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TABELA III - Niveis plasmiaticos de FVIII:C e FVIII:RAg
em portadoras certas

N?  Genealogia Individuo FVYIII:C(%X) FVIII:RAg(%)

01 01 111.2 92 98
oz 02 1.2 54 125
03 02 111.7 65 160
04 03 11.3 37 12
05 04 I1.6 8O 90
06 05 I1.4 13 103
o7 D6 11.4 143 280
i 17 132

TABELA IV - Niveis plasmaticos de FVIII:C e FVIII:RAg
em portadoras proviveis.

N? Genealogia Individuo FYITI:C(%) FVIII:RAg(%)

01 oz 1.7 45 87
02 03 I11.4 B1 110
03 04 1.5 97 70
04 04 1.2 164 113
05 04 I1.4 122 63
06 04 111.7 65 82
07 0s I11.2 97 87
o8 06 111.6 152 176
X 102 98

DISCUSSAD E CONCLUSAD

A pratica do aconselhamento genético aos afetados e parentes dos
afetados com hemofilia A tem se tornado muito frequente nos centros
de hemofilia e nos hospitais. 0 objetivo do aconselhamento genético
€ o esclarecimento as pessoas interessadas sobre a  hereditariedade
da hemofilia, o que muitas vezes evita sentimentos de culpa por par-
te de casais com filhos afetados. A deteccao de portadoras de hemo-
filia A e a orientacac sobre as probabilidades dessas virem a ter

filhos afetados sao um instrumento importante no aconselhamento ge-
nético.

A sobrevida e a qualidade de vida dos afetados estd relacionada
ao nivel sdcio-economico de seu pais. Desta forma, em paises desen-
volvidos a vida média dos hemofilicos equivale a da populagcao normal
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(Rizza e Spooner, 1983), o que ndo ocorre em paises subdesenvolvidos
onde o grau de informagdo e o atendimento no setor de saide esta
muito aquém do ideal, principalmente para individuos geneticamente
afetados.

Entre as portadoras certas testadas observou-se que o nivel de
EVIII:C foi mais alto que o esperado, que seria de 50%. Esta obser-
vacido corrobora a hipdtese de Lyon, segundo a qual, no infcio do pe-
riodo embriondrio, ocorre a inativagaoc, ao acaso, de um dos cromos-
somos X em células de fémeas de mamiferos. 0 cromossomo X inativado
pode ser de origem paterna ou materna e, uma vez ocorrida a inativa-
¢cio de um dos cromossomos X, serid este que permanecera inative em
todas as células descendentes. Portanto, espera-se que algumas  mu-
Theres, como a de n? II. 4 da genealogia 06, tenham nivel alte de
EVIII:C (143%), mesmo sendo portadoras certas, devido 3 imativacao
do cromossomo X com o gene alterado na maioria de suas células.0 in-
dividuo I1.3 da genealogia 03, ao contrario, apresentou 37% de ati-
vidade de FVIII:C, provavelmente porque teve 0 Cromossomo X com o
gene normal inativado em mais de 50% de suas celulas.

0s hemofilicos mostram também certa variabilidade nos valores
obtidos para atividade de FVIII:C. 0 individuo II1I.10 da genealo-
gia 06, por exemplo, 2 classificado como hemofilico grave assim como
o individuo IV.5 e IV.3 da genealogia 01, por apresentarem baixos
niveis de FVIII:C. Individuos como o II1.1 da genealogia 03,II1.3 da
genealogia 05 e 11.5 da genealogia 02, s3o considerados como hemofi-
licos moderados. Observou-se que o nivel de FVIII: RAg € normal para
todos os individuos testados. Isto mostra que a atividade antigénica
do FVIII:vw & normal entre os hemofilicos, assim como entre as por-
tadoras certas e provaveis, quando comparadas com aquela da popula=
cao normal.

Nas portadoras provaveis, pode-se sugerir que uma mulher como a
de n9 111.6 da genealogia 06 tem uma chance muito pequena de Ser
considerada portadora e portanto baixa probabilidade de gerar um fi-
lho hemofTlico, considerando o fendmeno de lyonizacao. A mulher II1.7
da genealogia 02, ao contrario, que possui #45% de atividade de
FVIII:C - um nivel baixo quando comparade com aguele da popu-
lacao normal, apresenta uma grande probabilidade de ser portado-
ra.

Com os métodos atualmente utilizados para a deteccdo de portado-
ras, o geneticista nio pode fornecer uma resposta do tipo sim ou nao,

62



Hemofilia A

mas apenas uma probabilidade da mulher ser ou nac portadora, obtida
por meio de analise estatistica, baseada num grande nimero de casos
estudados. Na maioria dos casos, entretanto, o desejo destas mulhe-
res @ saber se s3o ou nao portadoras e ndo a probabilidade delas a
serem. 0s métodos utilizados neste trabalho nao s3ao os mais indica-
dos, uma vez que se estuda o fendtipo (sangue) do individuo, ac 1in-
vés do gendtipo (DNA). A deteccido de portadoras pela analise de DNA
& capaz de fornecer uma resposta do tipo sim ou ndo &s mulheres que
se submetem a este teste. Esta técnica tem sido realizada com suces-
so nos paises desenvolvidos que dispoem de tecnologia e equipamen-
tos laboratoriais sofisticades.

Em paises subdesenvolvides, dependentes de tecnologias importa-
das, a utilizacdo de analise de DNA para a deteccao de portadoras
parece nao ser prioritaria quando comparada com outras medidas im-
portantes no setor de saude. Entretanto, mais verbas devem ser apli-
cadas em pesquisa basica como meio de se conseguir um avanco cien-
tifico mais significativo, que sem duvida pode contribuir para me -
lhorar as condicBes de salde da populacdo. Outro fator que contri-
buiu para que os resultados obtidos nao fossem os esperados foi o
pequeno numero de individuos testados. As dificuldades em se conse-
guir uma amostra mais significativa esta relacionada com a qualidade
de vida dos afetados e parentes de afetados. Isto impossibilita-os de
irem ao hospital sem que estejam sofrendo de hemorragias na ocasido.

Contudo, mesmo enfrentando todas as dificuldades apresentadas,
as técnicas de dosagem de FVIII:C e de FVIII:RAg permitem a identi-
ficac3o de um nimero razoavel de portadoras que se submetem ao tes-
te, tornando esta uma das técnicas mais utilizadas no Brasil.
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APENDICE

As simbologias empregadas nas genealogias sao:

Homem hemofTlico L
Mulher portadora (:>
Falecido ﬂ
Falecida jzr
Aborto

Gemeos monozigoticos

Sem filhos

|—>'
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