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RESUMO

Introducdo: A deficiéncia hereditaria do fator VIl (FVII) da coagulacdo é a mais
comum dentre as coagulopatias raras, com prevaléncia estimada de 1:500.000
habitantes. E transmitida como heranca autossémica recessiva, devido & mutagdes no
gene que codifica o FVII (F7). Apresenta manifestacdes clinicas variaveis, desde formas
assintomaticas até sangramentos graves. Estudos moleculares sdo raros em
populacfes ndo caucasianas. Diante disso, estudamos, em nivel molecular, uma coorte
de pacientes com deficiéncia de FVII, registrados no Hemocentro de Belo Horizonte
(HBH).

Métodos: Todos o0s pacientes diagnosticados como deficientes em FVII
registrados no HBH, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, foram convidados a participar
do estudo através de carta convite. A coleta de informagdes clinicas e material biol6gico
ocorreram de Novembro de 2003 a Fevereiro de 2004. Dos 38 pacientes registrados, 31
(82%) aceitaram participar, destes, 26 pacientes (84%) apresentavam atividade
coagulante de FVII (FVII:C) inferior a 50% e quatro pacientes (13%) apresentavam
FVII:.C discretamente superior a 50%. Estes foram incluidos por apresentarem
manifestagcdo hemorragica. Em um paciente (3%) nédo foi dosada a FVII:C. Os pacientes
foram avaliados clinicamente e submetidos a exames laboratoriais, dentre estes, tempo
de protrombina e FVII:C, com diferentes tromboplastinas. Todos os éxons e regides
limitrofes entre introns e éxons de F7 foram amplificados e sequenciados.

Resultados: No total, 13 variantes génicas foram identificadas. Dentre elas, seis
(46%) sao variacbes genéticas conhecidas (Arg304GIn; Thr324Met, c.-323_-
313insCCTATATCCT; GIlu95Glu; His175His e Arg353GIn) e sete (54%) sdo novas
(Arg43Lys, PheB84Phe; GInl116GIn; Argl39Arg, Glul42Glu, c.745 747delGTG e
GIn281GlIn).

Concluséo: A maioria dos pacientes com deficiéncia de FVII moderada a leve séo
portadores de polimorfismos ou variagbes genéticas em homozigose. Nao houve
associacao entre fenotipo e gendtipo nos pacientes estudados, o que corrobora o0s
dados da literatura.

Palavras—chave: fator VII, gene, mutacdo, hemorragia, sangramento, polimorfismo,
Brasil.



ABSTRACT

Introduction: The inherited deficiency of coagulation factor VII (FVI1I) is the most
frequent among rare coagulopathies, with an estimated prevalence of 1. 500,000
inhabitants. It is transmitted as an autosomal recessive inheritance, due to mutations in
the gene coding FVII (F7). It presents variable clinical manifestations, from asymptomatic
forms to severe bleedings. Molecular studies are rare in non-Caucasian populations.
Thus, we studied, at molecular level, a cohort of patients with FVII deficiency, registered
at “Hemocentro de Belo Horizonte” (HBH), Belo Horizonte, Brazil.

Methods: All patients diagnosed with FVII deficiency were invited to participate in
the study through an invitation letter. We collected clinical data and blood samples
between November 2003 and February 2004. Thirty-one (82%) out of 38 patients
accepted the invitation; 26 of them (84%) had FVII activity (FVII:C) lower than 50% and 4
patients (13%) had FVII:C slightly over than 50% (included as they presented a
hemorrhagic manifestation). FVII:C was not assessed in 1 patient (3%). Patients were
clinically evaluated and submitted to laboratory tests, among these, prothrombin time
and FVII:C, with different thromboplastins. All exons and intron/exon borders of F7 were
amplified and sequenced.

Results: Thirteen gene variants were identified. Six (46%) are known genetic
variants (Arg304GIn; Thr324Met, c.-323_-313insCCTATATCCT,; Glu95Glu; His175His
and Arg353GIn) and seven (54%) are new ones (Arg43Lys, Phe84Phe; GIn116GiIn;
Arg139Arg, Glul42Glu, ¢.745_747delGTG and GIn281GlIn).

Conclusion: Most patients with moderate to mild FVII deficiency have
polymorphisms or genetic alterations in homozygosis. No association was seen between
phenotype and genotype of the patients studied, which corroborates data from the

literature.

Keywords: factor VII, gene, mutation, hemorrhage, bleeding, polymorphism, Brazil.



COEP
dNTP
EGF
ELISA
FL

FT

Fil

FV
FVII
FVIII
FIX
FX
FVlla
FXa
FIXa
FVII:C
FVII:Ag
F7

FL
GLA
HBH
HGMD
IRF7

IRMA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

grupo carboxila

Comité de Etica em Pesquisa
desoxirribonucleotideos fosfatados
fator de crescimento epidérmico
ensaio imunoenzimatico
fosfolipides

fator tecidual

fator Il

fator V

fator VII

fator VIII

fator I1X

fator X

fator VIl ativado

fator X ativado

fator IX ativado

atividade de fator VII

antigeno de fator VII

gene do fator VII

fosfolipides

acido y-carboxiglutamico
Hemocentro de Belo Horizonte
The Human Gene Mutation Database
International Registry on Factor VII Deficiency

ensaio imunorradiométrico



ISTH International Society on Thrombosis and Haemostasis

L litro

M molar

mM milimolar

N grupo amino
ng nanograma

nm nanémetro

pb pares de bases
PC proteina C

PEG polietileno glicol

PROCAP programa de capacitacao profissional

rEVII fator FVII ativado recombinante
rpm rotacdes por minuto
TFEPI inibidor da via do fator tecidual

TP/RNI  tempo de protrombina/relacdo normatizada internacional
TTPA tempo de tromboplastina parcial ativada

U unidade

ML microlitro

UM micromolar



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - Representacdo esquematica do papel do FVII na coagulacdo
SANQUINEBA ...ttt e e e e e et e s 17

FIGURA 2 - Representacdo esquematica da organizacdo estrutural-funcional
(0 [0 TN PSPPI 20

FIGURA 3 - Representacao esquematica da estrutura do FVIl........ccccoeeeeeeeeennn. 22



TABELA 1 -

TABELA 2 -

TABELA 3 -

TABELA 4 -

TABELA S -

TABELA 6 -

LISTA DE TABELAS

Exons e introns do FVII, nUmero de nucleotideos, nucleotideo
inicial @ NUCIEOtIAEO fINAL .......coeeeeee e 19

Polimorfismos encontrados NO F7 ... 25

Categorias de mutacdes associadas a deficiéncia de FVII por
|0CAlIZAGED NO GENE .. 26

Valores de refCrENCIA ... ...ee e 41

Oligonucleotideos usados para amplificacdo e sequenciamento
O 7 e 42

Condicdes usadas para amplificacdo dos fragmentos de F7 e
concentracao de MQCla.......uuii i 43



SUMARIO

L INTRODUGAD ...ttt ettt en e, 14
1.1 Fator VII — Papel na coagulacdo sanguinea ........ccccccccvvveeeeeennnnn. 16
1.2 Fator VI = GENE ..eeeiceeii e 18
1.3 Fator VI = Proteina ... 21
1.4 Polimorfismos e mutacdes no gene do fator Vll.................co... 24
1.5 Deficiéncia do fator VI ........ooooveevieiiieeeere e 27
1.5.1 Epidemiologia da deficiéncia do fator VIl ..........cccceevviiiiiiiiininnnnnnn. 27
1.5.2 QUAdro ClINICO ...cccooeeeeeeee e 27
1.5.3 Quadro laboratorial ...........cccooeiiiiiiiii e 30
1.5.4 Aconselhamento geNELICO........uuuuiiiiiieeee e 31
1.5.5 Tratamento ....cccuui i 32
2 JUSTIFICATIVA ..ottt ettt 34
S OBUIETIVOS ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eae e 36
T R €T - | R 37
I S o L= o1 o] o 1= SRR 37
4 METODOLOGIA ..ottt e e 38
I = Vol 1= ] (=TS 39
4.1.1 Critérios de INCIUSA0.......cccoeeiiiiiiii i 39
4.1.2 Criterios de eXCIUSA0......cccoeviiiiiiiiii i 40
vV =1 o T o 13RS 40
4.2.1 Coleta d@ SANQUE ......uueiiiieieiie et 40
4.2.2 Testes laboratoriais de coagulagan..........ccceeeeeviiieieiiiiiniiiiiiee, 40
4.2.2.1 Tempo de ProtrOmMDING ...........uuiiieiiiiiiiis e e e e et eeeeanns 40
4.2.2.2 Dosagem de atividade do fator VII ..o 41
4.2.3 Analise das mutacdes no gene do fator VIl ...........ooevvvviviveninnnnnnnn 41
G TR R ¢t = Vox= (o Jo [T 5 ] N PSPPSR 41
4.2.3.2 Amplificacédo de fragmentos do gene do fator VIl pela técnica de PCR...... 42
4.2.3.3 Eletroforese em gel de agaroSe..........cooveeeeiiiiiiiieieiiii e e et e e e 43
4.2.3.4 Purificagéo dos fragmentos amplificados ...........cciiiiiiiiiiiiiiiiiies 44
4.2.3.5 Sequenciamento AIF€L0 ...........ciieeiieiiiii e e e e e et e e e e et e e eeaennn 44

4.2.3.6 ANAliSe das SEQUENCIAS.......ccitiiiiiaaa e 45



5 RESULTADOS - ARTIGO: DETERMINACAO DAS BASES
MOLECULARES DA DEFICIENCIA
HEREDITARIA DE FATOR VII DA

COAGULACAO .....ccccciitiitieeeeeeeee e 46
6 CONSIDERACOES FINAIS ...ooveeceee ettt 76
REFERENCIAS......coi ittt 78
APENDICES. ..ottt ettt 82
Apéndice A - Carta-CoNVIte ......cccooviiiiiieeeeeeeeee e 83
Apéndice B - Termo de Consentimento livre e Esclarecido............ 84
Apéndice C - Questionario — Avaliacao clinica........cccceeeeeviieeeieeene.n. 85
ANEXOS ... 89
Anexo A - Parecer Fundagdo HEmMominas ..........eeeeveeiiiiiiiiinienneeeeenn. 90
Anexo B - Parecer COEP-UFMG........ccccooiiiiiiiii e 91
Anexo C - Ata de Defesa de Dissertacao de Mestrado.................... 92

Anexo D - Declaragcéo de Defesa de Dissertacdo de Mestrado........ 93



1 INTRODUCAO



15

O sistema hemostatico € composto por varios elementos dentre os quais 0s
vasos sanguineos, endotélio, plaquetas, proteinas da coagulacdo, anticoagulantes
naturais e o sistema de fibrinélise (FRANCO, 2004; MORELLI, 2004). O objetivo da
hemostasia é interromper sangramentos provenientes de lesdo vascular, assim
como manter o sangue fluido dentro dos vasos, através do equilibrio entre os
componentes que participam desse sistema (MORELLI, 2004). AlteracGes desse
equilibrio podem desencadear quadro clinico caracterizado por sangramento ou
trombose (TUDDENHAM et al., 1995).

A resposta primaria da hemostasia engloba componentes do endotélio
vascular e plaquetas, resultando na formacdo do trombo plaquetario, cujo efeito
hemostatico € transitorio. Esse trombo primario é reforcado pela hemostasia
secundaria, composta principalmente pelas proteinas da coagulacéo, cuja interacao
resulta na formagéo de fibrina e do trombo (coagulo) estavel. Finalmente, o sistema
fibrinolitico dissolvera o trombo gradualmente, a fim de restaurar o fluxo sanguineo
normal (MORELLI, 2004).

O endotélio vascular € uma estrutura metabolicamente ativa, que permite o
intercambio entre os constituintes do sangue e dos componentes extra vasculares.
Possui propriedades anticoagulantes, atuando na manutencédo da fluidez do sangue
através do controle da coagulacdo e agregacdo plaquetaria e promovendo a
fibrindlise (MORELLI, 2004).

Apesar da aparéncia morfolégica simples na microscopia optica, as plaquetas
possuem estrutura funcional complexa, permitindo-lhes rapido reconhecimento da
lesdo vascular, a fim de dar inicio a formacédo do tampdo hemostatico (MORELLI,
2004). As plaquetas participam da hemostasia através da adesdo e agregacao
plaquetéria em locais de exposicdo do subendotélio, onde os fatores da coagulacdo
- zimogénios de serino-proteases e fatores dependentes da vitamina K (fatores II,
VII, IX e X) - sdo convertidos em enzimas ativas. Estas atuam convertendo seus
substratos em fatores da coagulacdo, os quais localizam as proteases sobre as
superficies celulares contendo fosfolipides (presentes principalmente nas plaquetas,
cuja superficie desenvolve essas reacdes). A natureza sequencial das reacfes, na
qgual os produtos da reacdo anterior funcionam como a proxima enzima ativa a atuar

no proximo substrato, em combinacdo com co-fatores, resulta na amplificacdo da
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velocidade da reacdo. O evento final € a formacdo do codgulo de fibrina estavel.
Participam ainda da hemostasia, varias proteinas anticoagulantes naturais, que
controlam o processo da coagulacdo (FRANCO, 2004; TUDDENHAM et al., 1995).

Em 1964, Macfarlen, Davie e Ratnoff propuseram o modelo da “cascata” para
explicar a fisiologia da coagulacdo sanguinea. Ela ocorre através da ativagéo
proteolitica sequencial de pro-enzimas por proteases do plasma, resultando na
formacdo de trombina que, entdo converte fibrinogénio em fibrina (coagulo)
(FRANCO, 2004). Esse processo foi dividido, didaticamente, em uma via extrinseca
(envolvendo componentes do sangue, mas também elementos que usualmente nédo
estdo presentes no espaco intravascular) e uma via intrinseca (iniciada por
componentes presentes no espaco intravascular). Apesar de, esquematicamente, a
coagulacao sanguinea dividir-se em via extrinseca e intrinseca, esta separacédo nao
ocorre in vivo (FRANCO, 2004).

O processo de coagulacdo tem sido caracterizado como sendo
essencialmente dependente de niveis adequados das proteinas da coagulacéo, anti-
coagulacdo e fibrindlise. Esse conceito foi baseado na relacdo clara entre a
tendéncia ao sangramento e niveis de fator VIII (FVIII) e fator IX (FIX) em pacientes
com hemofilia A e B, respectivamente. O campo esta evoluindo em direcdo a
conceituacdo da coagulacdo como sendo ativamente regulada pelos componentes
celulares especializados pelo processo. Ao invés de conceber coagulacido apenas
como "cascata" de reacfes proteoliticas, as reacfes de coagulacdo ocorrem em
sobreposicdo de etapas na superficie das células. Componentes das velhas vias
“‘extrinsecas” e “intrinsecas” participam na iniciacdo e propagacao das reagdes de
coagulacdo, respectivamente. Nessa concepg¢do, essas vias nao se tornam
redundantes, tal como séo retratadas no modelo em cascata, mas desempenham
papéis distintos e complementares (MONROE; HOFFMAN, 2006).

1.1 Fator VIl — Papel na coagulacao sanguinea

A coagulacdo é desencadeada pela exposicdo do sangue a componentes que
normalmente ndo estdo presentes no interior dos vasos, em decorréncia de lesdes
estruturais (lesdo vascular) ou alteracdes bioquimicas (liberacbes de citocinas).

Qualquer gque seja o0 evento desencadeante, o inicio da coagulagdo ocorre mediante
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exposicdo do componente de iniciagdo, o fator tecidual (FT) (FRANCO, 2004,
PERRY, 2002).

Em condic¢fes fisioldgicas, o fator critico para o inicio da coagulacédo parece
requerer a exposi¢cao do FT, que € um receptor de membrana celular para o fator VII
(FVII) e fator VIl ativado (FVIla). O FT liga-se com alta afinidade, tanto ao FVII como
ao FVlla, formando o complexo FT-FVlla na superficie celular, que participa da
coagulacédo do sangue ativando os fatores X (FX) e/ou fator IX (FIX), na presenca de
FT e calcio (HAGEN et al., 1986; MARIANI; BERNARDI, 2009; O'HARA et al., 1987).
Contudo, € importante salientar que o FVII ligado ao FT apresenta uma
autoativacdo. O FT € o unico fator da coagulacdo que ndo requer protedlise para se
tornar ativado (FRANCO, 2004; PERRY, 2002). O FVlla, no entanto, ndo exerce sua
funcdo na auséncia de FT (McVEY et al., 2001). A FIG.1 demonstra o papel do FVII

na coagulacdo sanguinea.

Lesao Vascular

Fvllf Fyvlla — FT =:> FT-FVlila

Flxag € > Fig

Fia+FL+Ca*s
Fyllla+F L+Ca*? D

Complexo Protrombinase

Complexo Tenase

FIl (Protrombina) —— Flla {trombina)

FIERINOGEMIO ———3> FIBRINA

FL: Fosfolipides

FIGURA 1 - Representacao esquematica do papel do FVII na coagulacdo sanguinea

A apresentacéo tradicional do processo da coagulacdo do sangue como uma
cascata de amplificacdo enzimatica, iniciada por contato com superficies de carga
negativa ou pela exposicdo ao FT, foi substituida pelo conceito de uma rede
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complexa de interacbes reguladas por algcas de retroalimentacdo positivas e
negativas. A ativacdo do FVII em FVlla e a formacdo do complexo FT-FVila com
consequente ativacdo proteolitica do FIX e FX, gera pequenas quantidades de
trombina (fase de iniciagcdo da coagulacédo). Embora estas quantidades iniciais de
trombina sejam insuficientes para formar fibrina, estes vestigios de trombina gerados
no “inicio” desta fase de coagulacdo sdo capazes de ativar (retroalimentacao
positiva) os co-fatores, fator V (FV) e fator VIII (FVIIl) (fase de amplificacdo da
coagulacdo). A partir dai, pode-se gerar quantidades maiores de trombina,
suficientes para formacdo do coagulo (fase de propagacdo da coagulacdo). Este
processo de "propagacao” ocorre independentemente do complexo FT-FVlla, que é,
rapidamente, inativado pelo inibidor da via do fator tecidual (TFPI), impedindo nova
geracado de FIXa e FXa (McVEY et al., 2001; MONROE; HOFFMAN, 2006).

Finalmente, vale mencionar que, no que se refere ao sistema de coagulacao,
o uso dos termos “intrinseco” e “extrinseco” pode ser Util na interpretacdo de dois
exames laboratoriais utilizados na avaliacdo da hemostasia: 0 Tempo de
Protrombina/Relacdo Normatizada Internacional (TP/RNI) e o Tempo de
Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA), que sdo de particular importancia no
diagndstico de coagulopatias e na monitorizacao terapéutica de anticoagulantes anti-
vitamina K. Na execucdo destes testes in vitro, criam-se condi¢des para ativagcéo
preferencial das vias ditas extrinseca (avaliada pelo TP) ou intrinseca (avaliada pelo
TTPA) (FRANCO, 2004).

1.2 Fator VIl — Gene

O gene que codifica o FVII (F7) possui 12,8 Kb de extensdo e € constituido
por nove éxons e oito introns (O HARA et al. 1987). Esté localizado no cromossomo
13, na posicdo 13 q 3 4, proximo ao gene que codifica o FX, outra proteina da
coagulacdo (HAGEN et al., 1986).

O splicing alternativo do mRNA (RNA mensageiro) do FVII origina transcritos
gue codificam sequéncias pré-pro-lider, gue compreendem os éxons 1A (99 pb) e 1B
(66 pb). A diferenca no comprimento da sequéncia pré-pro-lider surge do splicing
alternativo dos éxons 1A/1B. Exon 1B estava ausente do clone de cDNA
sequenciado por Hagen et al. (1986). O éxon 2 (161 pb) codifica o pré-peptideo e o

dominio GLA. O éxon 3 (25 pb) codifica 0 dominio rico em aromaticos hidrofobicos.



19

Os éxons 4 (114 pb) e 5 (141 pb) codificam os dois dominios EGF-like (semelhante
ao fator de crescimento epidérmico). Os éxons 6 (110 pb) e 7 (124 pb) codificam o
dominio de ativacdo, e 0 éxon 8 (2269 pb) codifica o dominio catalitico e 1026
nucleotideos da sequéncia ndo codificadora 3’, incluindo a cauda poli (A) (PERRY,
2002; PEYVANDI et al., 2000). Resumindo, os éxons 1A e 1B e parte do éxon 2
codificam sequéncia pré-pro-lider, que € removida durante o processamento, ndo
sendo incorporada a proteina madura. O restante do éxon 2 e éxons 3-8 codificam
0s 406 aminoacidos da proteina madura que circula no sangue (O'HARA et al.,
1987). A TAB. 1 apresenta os éxons e introns do FVIlI e nimero de nucleotideos em
cada éxon, com nucleotideo inicial e nucleotideo final. A FIG. 2 demonstra a

representacdo esquematica do F7 e de sua organizacdo estrutural — funcional.

TABELA 1

Exons e introns do FVII, nimero de nucleotideos,
nucleotideo inicial e nucleotideo final

Exons NUmero de Nucleotideo Nucleotideo
introns nucleotideos Inicial * final *
Exon 1A 99 1256127 1256225
intron 1A 939 1256226 1257164
Exon 1B 66 1257165 1257230
intron 1B 3.779 1257231 1261009
Exon 2 161 1261010 1261170
intron 2 2.901 1261171 1264071
Exon 3 25 1264072 1264096
intron 3 70 1264097 1264166
Exon 4 114 1264167 1264280
intron 4 1.699 1264281 1265979
Exon 5 141 1265980 1266120
intron 5 965 1266121 1267085
Exon 6 110 1267086 1267195
intron 6 597 1267196 1267792
Exon 7 124 1267793 1267916
intron 7 816 1267917 1268732
Exon 8 2.269 1268733 1271001

* Seq. Ref. NT_027140.6

Fonte -Disponivel em: <http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db
=core;g=ENSG00000057593;r=13:113760105-113774995;t=ENST0000
0375581>. Acesso em: 01 Jan. 2011.

Abreviagdes: Seq., sequéncia; Ref., referéncia
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FIGURA 2 - Representacdo esquematica da organizacdo estrutural-
funcional do F7
Fonte: Adaptado. Disponivel em: <http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/

Summary?db=core;g=ENSG00000057593;r=13:113760105-113774995;t=ENST000
00375581>. Acesso em: 22 Dez. 2010

Nota: Os blocos em azul escuro representam 0s éxons e as linhas entre os blocos
representam os introns.

Peptideo sinal é uma sequéncia que possui entre 15 e 60 aminoacidos
geralmente localizada na regido N-terminal de proteinas (ALBERTS et al., 2008).
Muitas das proteinas sintetizadas nos compartimentos celulares ndo desempenham
seus papéis bioldgicos necessariamente nos locais onde sdo geradas, necessitando
ser exportadas para a regido especifica onde exercerdo suas fungdes. A sequéncia
do peptideo sinal tem por funcdo “marcar” as proteinas que serdo exportadas para
determinados locais, como por exemplo, o ambiente extracelular. Estas proteinas
séo reconhecidas por meio do peptideo sinal, o qual, apds a exportacao, € removido
da proteina por meio da acdo de proteases. Peptideos sinais também podem ser
compostos por sequéncias localizadas internamente em proteinas, ndo sendo
posteriormente removidos, mantendo-se como parte integrante da proteina
(ALBERTS et al., 2008; CLARK, 2005).

A regido codificadora do F7 compreende 1398 pb que resultardo em um
peptideo sinal de 60 aminoacidos, seguidos por 406 aminoacidos da proteina
madura. As regides ndo codificadoras 5 e 3 possuem 35 pb e 1026 pb,

respectivamente. A auséncia de 65 nucleotideos de um dos clones de cDNA foi


http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/%20Summary?db=core;g=ENSG00000057593;r=13:113760105-113774995;t=ENST000%2000375581
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/%20Summary?db=core;g=ENSG00000057593;r=13:113760105-113774995;t=ENST000%2000375581
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/%20Summary?db=core;g=ENSG00000057593;r=13:113760105-113774995;t=ENST000%2000375581
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interpretado como sitios alternativos de transcricdo do RNA. Isso resulta na remocéao
dos aminoacidos -18 a -39 e de um peptideo sinalizador de 38 aminoéacidos, ao
invés de 60 aminoacidos, como encontrado no fator Il (FII), proteina C (PC), e FIX
(BERKNER et al., 1986).

1.3 Fator VIl — Proteina

A primeira sequéncia do FVII humano foi inferida a partir de um clone nao
completo de cDNA. O sequenciamento deste clone permitiu a determinacdo da
sequéncia de nucleotideos do FVII (HAGEN et al., 1986). Dois clones sobrepostos
contendo sequéncias de codificagcdo gendmica do FVII humano foram isolados e
caracterizados (O'HARA et al., 1987). O isolamento de um cDNA que codifica toda a
sequéncia do FVII possibilitou expressa-lo através de um sistema de expressdo em
células mamiferas (HAGEN et al., 1986).

O FVII da coagulacédo é uma glicoproteina de sintese hepatica (O'HARA et al.,
1987) dependente de vitamina K, essencial para o processo de iniciagdo da
coagulacdo sanguinea (BOLTIN et al., 2008; FROMOVICH-AMIT et al., 2004,
GIANSILY-BLAIZOT, 2004; GIANSILY-BLAIZOT et al., 2004; HAGEN et al., 1986;
MARIANI; BERNARDI, 2009; McVEY et al., 2001; O'HARA et al.,, 1987; PERRY,
2002 e 2003; PEYVANDI et al., 2000). O FVII possui meia vida plasmatica curta, de
aproximadamente cinco horas (BOLTIN et al., 2008; GIANSILY-BLAIZOT, 2004,
PERRY, 2003). A maior parte do FVII circula no plasma sob forma de zimogénio
inativo de uma serino-protease (O'HARA et al., 1987), em uma concentracdo de
aproximadamente 10 nmol/L (0,5 pg/mL). Em sua forma ativa (FVIla), circula em
uma quantidade ainda menor (~10-110 pmol/L) (BOLTIN et al., 2008; McVEY et al.,
2001; PERRY, 2002 e 2003; PEYVANDI et al., 2000). Assim, para exercer sua
atividade enzimatica, € necessario que o FVII sofra uma ativacédo proteolitica, para
sua forma ativa, o FVlla. A conversdo do FVII em FVlla ocorre pela clivagem da
ligacdo peptidica Arg152-11e153 (HAGEN et al., 1986; O'HARA et al., 1987; PERRY,
2003). O FVII circulante e o FVlla se ligam ao FT, iniciando o processo de
coagulacao (GIANSILY-BLAIZOT et al., 2004; MARIANI; BERNARDI, 2009; McVEY
et al.,, 2001; PERRY, 2003; PEYVANDI et al., 2000; POLLAK et al., 2006; RAO;
RAPAPORT, 1988).
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Em sua forma inativa, a molécula € constituida por uma cadeia Unica
polipeptidica de 406 aminoacidos, com peso molecular de 50 KDa. A forma ativa é
constituida por duas cadeias, uma leve, formada por 152 residuos e uma pesada,
formada por 254 residuos de aminoacidos, unidas por uma ponte dissulfidica
(BOLTIN et al., 2008; FROMOVICH-AMIT et al.,, 2004; HAGEN et al., 1986;
MARIANI; BERNARDI, 2009; McVEY et al., 2001; O'HARA et al.,, 1987; PERRY,
2002 e 2003; PEYVANDI et al., 2000). A cadeia leve contém um dominio de acido y-
carboxiglutdmico (GLA) e dois dominios similares ao fator de crescimento
epidérmico (EGF-like), enquanto a cadeia pesada contém o dominio catalitico da
molécula (HAGEN et al., 1986; MARIANI; BERNARDI, 2009). A porcédo N-terminal da
molécula estda contida dentro da cadeia leve, enquanto a cadeia pesada (a
extremidade C-terminal) contém a triade de aminoacidos (serina 344, aspartato 242
e histidina 193), que funciona como a triade catalitica, centro catalitico do FVlla
(HAGEN et al.,, 1986; O'HARA et al.,, 1987; PERRY, 2002 e 2003). A FIG. 3

demonstra a representacdo esquematica da estrutura do FVII.
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FIGURA 3 - Representacao esquematica da estrutura do FVII

O FVII é sintetizado como uma sequéncia pré-pro-lider de 38 ou 60
aminoacidos contendo uma sequéncia de peptideo sinal (residuos de -36 a -24),

seguida por uma sequéncia altamente conservada encontrada em outras proteinas,
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dependentes da vitamina K (residuos de -17 a -1). Essa sequéncia, denominada
dominio GLA, € essencial para a modificacdo pos-traducional de y-carboxilacdo do
acido glutamico para acido y-carboxiglutamico. A por¢cdo N-terminal do dominio GLA
do FVII contém 10 residuos de &cido glutamico carboxilados (HAGEN et al., 1986;
MCVEY et al., 2001; O'HARA et al., 1987; PERRY, 2002 e 2003). A concentracéo de
residuos de carga negativa, resultante desta modificacdo, permite que o FVII se
ligue aos ions calcio com alta afinidade. Esta ligacdo leva a uma mudanca
conformacional na proteina que é fundamental para sua ligacao aos fosfolipides de
membrana (FROMOVICH-AMIT et al., 2004).

O FVII é estrutural e funcionalmente semelhante aos FIX, FX, protrombina e
PC (O'HARA et al., 1987; PEYVANDI et al., 2000). Estas proteinas sdo membros de
uma familia de serino proteases, pertencentes a superfamilia da tripsina (HAGEN et
al., 1986; McVEY et al., 2001; O'HARA et al., 1987; PERRY, 2002 e 2003).

Fatores genéticos e ambientais, tais como idade, obesidade e habitos
alimentares, bem como o uso de contraceptivos orais e 0 inicio da menopausa nas
mulheres, influenciam os niveis plasméaticos de FVII (BALLEISEN et al.,, 1985;
McVEY et al., 2001; MEADE et al., 1986; PERRY, 2002 e 2003; SCARABIN et al.,
1996; SHANKER et al., 2009). Niveis de atividade de FVII (FVII:.C) e de FVlla
aumentam com o avanco da idade em ambos o0s sexos, mas a taxa de aumento é
significativamente maior nas mulheres que nos homens (SCARABIN et al., 1996).
Mulheres apds a menopausa apresentam niveis médios significativamente maiores
de FVII:C e de FVlla que as mulheres antes da menopausa. A terapia de reposi¢ao
hormonal leva a um aumento de FVII:C nas mulheres pds-menopausa e a uma
tendéncia semelhante nos niveis de FVila (SCARABIN et al., 1996). O estudo de
Scarabin et al. (1996) relacionou o0 uso de contraceptivo oral com altos niveis de
FVII:C e esse efeito foi devido, principalmente, a um aumento do FVII:Ag, que esta
relacionado com a dose de etinilestradiol presente no contraceptivo oral. Entretanto,
Scarabin et al. (1996) ndo conseguiram detectar uma diferenca significativa nos

niveis de FVlla entre usuarios e nao usuarios de contraceptivos orais.
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1.4 Polimorfismos e mutacdes no gene do fator VIl

As variantes génicas, que incluem varios polimorfismos no F7, sé&o
responsaveis por aproximadamente 30% da variacdo dos niveis circulantes de FVII
(MARIANI; BERNARDI, 2009; PERRY, 2003). O primeiro polimorfismo a ser descrito
foi decorrente de uma substituicio G—A no nucleotideo 10976 do éxon 8,
resultando em Arg353GIn (GIANSILY-BLAIZOT et al., 2002; McVEY et al., 2001;
PERRY, 2002 e 2003; RODRIGUES et al.,, 2003; SHANKER et al., 2009). O
polimorfismo Arg353GIn € comumente encontrado em associacdo com outros
polimorfismos, sendo a inser¢cdo de um decanucleotideo na posi¢édo -323 da regido
5 e a troca de G—T na posi¢cdo -401 e G—A na posicao -402 (PERRY, 2002).
Esses polimorfismos estdo associados a 20% a 30% da variacdo plasmatica de
FVII:C e dos niveis de FVII:Ag (BERNARDI et al. 1996; McVEY, et al., 2001).

Individuos heterozigotos para o polimorfismo Arg353GIn apresentam uma
reducdo de aproximadamente 25% nos niveis de FVII:C. J& os individuos
homozigotos apresentam uma reducdo de aproximadamente 50% nestes niveis
(PERRY, 2002 e 2003).

Perry (2003) relatou, em seu estudo, uma associacao entre a presenca de
diversos polimorfismos do FVII e o risco reduzido de desenvolver doenca arterial e
trombose, 0 que poderia ser explicado pela redu¢do nos niveis de FVII associada
aos polimorfismos. No entanto, os resultados dos estudos que analisaram
polimorfismos em pacientes com doencas arteriais sado variaveis e, as vezes, até
mesmo contraditérios (McVEY et al., 2001; RODRIGUES et al., 2003). A TAB. 2

apresenta os polimorfismos encontrados no F7.
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TABELA 2

Polimorfismos encontrados no F7

Residuo  Tipo Variagéo Alelo Cédons Alternativos
36 Sindbnimo G/A CCG, CCA

73 Nao Sinbnimo TIA CTG, CAG

95 Sindnimo G/A GAG, GAA

175 Sinénimo CIT CAC, CAT

183 Sindnimo CIT GAC, GAT

284 N&o Sinénimo G/A CGG, CAG

295 Nao Sinénimo TIA GTC, GAG

298 Sindbnimo CIT ACC, ACT

352 Nao Sinénimo G/A GCC, ACC

354 Nao Sinénimo CIT GCC, GTC

390 Sinénimo CIT GCC, GCT

413 N&o Sindénimo G/T/AIC CGG,CTG, CAG, CCG
445 N&o Sinénimo G/A GAG, AAG

Fonte: Disponivel em: <http://www.ensembl.org/Homo sapiens/Transcript/
ProtVariations?db=core;g=ENSG00000057593;r=13:113760105-
113774995;t= ENST00000375581>. Acesso em: 22 Dez. 2010.

Existem aproximadamente 200 mutacbes no F7 descritas na literatura
(FROMOVICH-AMIT et al., 2004; GIANSILY-BLAIZOT, 2004; HOOD; EBY, 2008;
MANDHYAN et al., 2010; MARIANI et al., 2000; McVEY et al., 2001; PERRY, 2002 e
2003; PEYVANDI et al., 2000; RODRIGUES et al., 2003). Essas mutacdes sao
publicadas em bancos de dados, tais como The Human Gene Mutation Database
(HGMD), disponivel em: <http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=F7> e
International Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH), disponivel em
<http://www.isth.org/default/index.cfm/publications/registries-databases/mutations-
rare-bleeding-disorders/factor-vii/?keywords=Factor VII>. O banco de dados do
HGMD ¢é atualizado regularmente, com dultima atualizacdo em junho de 2010. A
grande maioria das mutagfes descritas no F7 afeta o dominio catalitico, ressaltando
a importancia funcional dessa regido, que é codificada pelos éxons 6, 7 e 8. No
entanto, as mutacfes associadas a deficiéncia de FVII estdo localizadas em todo o
gene, sugerindo que todos os dominios sdo importantes na manutencéo da estrutura
e funcdo da proteina (GIANSILY-BLAIZOT, 2004; PERRY, 2002). As mutacdes de
sentido trocado com substituicdo de um Unico nucleotideo sdo as mais comuns
(GIANSILY-BLAIZOT, 2004; HOOD; EBY, 2008; MARIANI; BERNARDI, 2009;
MCcVEY et al., 2001; PERRY, 2002 e 2003; PEYVANDI et al., 2000). Ainda, analises
moleculares dos pacientes com deficiéncia de FVII revelam uma alta prevaléncia da
mutacdo Arg304GiIn, conhecida como FVII Padua (FROMOVICH-AMIT et al., 2004;


http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/%20ProtVariations?db=core;g=ENSG00000057593;r=13:113760105-113774995;t=ENST00000375581
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http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/%20ProtVariations?db=core;g=ENSG00000057593;r=13:113760105-113774995;t=ENST00000375581
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=F7
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MCcVEY et al., 200; O'BRIEN et al., 1991; POLLAK et al., 2006; RODRIGUES et al.,
2003; TUDDENHAM et al., 1995).

As consequéncias fenotipicas das alteracdes genéticas no F7 sédo altamente
varidveis, dependendo das caracteristicas, localizacdo e grau de conservagdo do
aminoacido substituido (GIANSILY-BLAIZOT, 2004). Frequentemente, a deficiéncia
grave esta relacionada a mutacdes que afetam os sitios de processamento (splicing)
ou mutacdes decorrentes de insercao ou delecdo de nucleotideos, com consequente
mudanga na matriz de leitura (McVEY et al., 2001). A lista de mutac¢des associadas
a deficiéncia de FVII encontra-se na TAB. 3.

TABELA 3

Categorias de mutagfes associadas a deficiéncia de fator VII por localizagdo no gene

CATEGORIA DE MUTACAO

- o
3 IS
28 GE) © w0 =
= O [}
5 g < 5 gq 88 83, 09 S < o
(=} n » o= c, c 10 <@ 3 (IS S9o S £
@ ) 3 < ° <9 o O o O ° 8= o ©
5 ] o © £ S & S = S = & c & = T o
g s§ =8 §¢ §s §2& §Fiz Ex 5§ &5
o = na @ da a0 = i =Na Cffa) x O > -
NUmero 162 39 19 23 5 2 2 5 1
Mutagdes Mutacoes Mutagbes Mutagdes  MutagBes  MutagBes  Mutagbes  MutagBes  Mutagbes  Mutacédo
Promotora 19 1
Exon 1A 5 4 2
Exon 1B 2
Exon 2 17 8 4 1 1
Exon 3 1 6
Exon 4 14 3 1
Exon 5 20 4 1
Exon 6 10 4 1
Exon 7 12 8 4
Exon 8 81 10 2 1 1
Intrénica 2 1 1
Exon/Intrénica 1
Dupla Alteragéo 1
2
Complexas [€))

@

Fonte - Disponivel em: < http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=F7 >. Acesso em: 03 set. 2010.

Legenda - (1) Mutacdo compreendendo a delecdo de todo o gene F7 e F10.
(2) Mutagdo compreendendo a dele¢cdo em todo gene do F7.
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1.5 Deficiéncia de fator VII

1.5.1 Epidemiologia da deficiéncia de fator VII

A deficiéncia hereditaria de FVII foi reconhecida pela primeira vez por
Alexander et al. (1951) e apresenta prevaléncia estimada de 1:500.000 individuos
(HERRMANN et al., 2009; JAYANDHARAN et al., 2007; MATSUHISA et al., 2010;
McVEY et al., 2001; PERRY, 2002 e 2003; PEYVANDI et al., 2000; POLLAK et al.,
2006; RODRIGUES et al., 2003). A auséncia completa de FVII:C no plasma
geralmente é incompativel com a vida, levando a morte logo apés o nascimento
devido a hemorragia grave (JAYANDHARAN et al., 2007; MARIANI; BERNARDI,
2009; MARIANI et al., 2000; McVEY et al., 2001; PERRY, 2003).

No Brasil os estudos relacionados a deficiéncia de FVII sdo escassos.
Somente um estudo explorou as bases moleculares em individuos com deficiéncia
de FVII (RODRIGUES et al., 2003). Nesse estudo, Rodrigues et al. (2003)
descreveram a prevaléncia da deficiéncia de FVII em pacientes do ambulatério de
doencas hemorragicas do Hemocentro da UNICAMP. A prevaléncia da deficiéncia
de FVII entre 267 pacientes atendidos com sangramento naquela instituicdo foi
estimada em 4,1%. Nesse grupo foi relatado um paciente com hemorragia
significativa, cinco com sangramento leve e cinco assintomaticos, tendo sido
realizada andlise de mutacdes em somente seis pacientes (RODRIGUES et al.,
2003).

Os pacientes registrados no International Registry on Factor VII Deficiency
(IRF7) sdo quase exclusivamente de origem européia caucasiana. De acordo com
Mariani et al. (2000), o comité diretivo do IRF7 reconhece claramente a necessidade
de uma expansédo do estudo dessa deficiéncia, uma vez que a maioria dos centros
tem pouca experiéncia em tratar pacientes com deficiéncia de FVII, devido a
raridade da doenca (McVEY et al., 2001; PERRY, 2003).

1.5.2 Quadro clinico
A deficiencia do FVII é uma doenca hemorragica rara causada pela

diminuicdo ou auséncia de FVII da coagulagdo, devido a alterac6es genéticas no F7
(BOLTIN et al., 2008; FROMOVICH-AMIT et al., 2004; GIANSILY-BLAIZOT, 2004;
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GIANSILY-BLAIZOT et al.,, 2002; GIANSILY-BLAIZOT et al., 2004; HERRMANN et
al., 2009; HOOD; EBY, 2008; MARIANI; BERNARDI, 2009; MARIANI et al., 2000;
MATSUHISA et al., 2010; McVEY et al., 2001; PERRY, 2002 e 2003; PEYVANDI et
al., 2000). Sua prevaléncia é significativamente maior nos paises que praticam o
casamento consanguineo, o que é provavelmente devido a maior prevaléncia da
heranca autossdmica recessiva nessas populacdes (BOLTIN et al.,, 2008;
FROMOVICH-AMIT et al., 2004; GIANSILY-BLAIZOT, 2004; GIANSILY-BLAIZOT et
al., 2002; GIANSILY-BLAIZOT et al., 2004, HERRMANN et al., 2009;
JAYANDHARAN et al.,, 2007; MARIANI; BERNARDI, 2009; MARIANI et al., 2000;
MATSUHISA et al., 2010; McVEY et al., 2001; PERRY, 2002 e 2003; PEYVANDI et
al., 2000).

A deficiéncia de FVII pode ser de causa adquirida ou hereditaria. Como
causas adquiridas, destacam-se doenca hepética, deficiéncia de vitamina K, dieta
rica em gordura, altos niveis de triglicérides plasmaticos, idade, obesidade, diabetes
e uso de hormdnios femininos (PERRY, 2002 e 2003). Estudos sobre a deficiéncia
adquirida de FVII séo raros, sendo, em sua maioria, associados a malignidade,
sepse e/ou transplante de medula 6ssea (HOOD; EBY, 2008).

A maioria dos individuos com mutacdes no F7, no entanto, é assintomatica
(MATSUHISA et al.,, 2010; McVEY et al.,, 2001). A deficiéncia é identificada, na
maioria das vezes, através de triagem pré-operatéria ou mediante realizacdo de
exames de rotina (HOOD; EBY, 2008; McVEY et al.,, 2001). Nesta situacdo, a
deficiéncia é suspeitada devido a prolongamento persistente do tempo de
protrombina (TP) (sem alteracdo do tempo de tromboplastina parcial ativada), que
leva a dosagem de FVII:C. Na maioria das vezes, estes pacientes apresentam niveis
de FVII:C superiores a 20% e, quando estudados a nivel molecular, séo
caracterizados como heterozigotos para mutagcbes no F7 ou portadores de
polimorfismos (GIANSILY-BLAIZOT, 2004). Os pacientes com deficiéncia moderada,
caracterizada por niveis de FVII:C entre 2% a 20% podem ser homozigotos ou
heterozigotos compostos (GIANSILY-BLAIZOT, 2004; MARIANI; BERNARDI, 2009).
A deficiéncia grave, por sua vez, caracteriza-se por niveis de FVII:C muito reduzidos
ou nao detectaveis, sendo observada em individuos homozigotos ou heterozigotos
compostos (GIANSILY-BLAIZOT, 2004; HOOD; EBY, 2008; MARIANI; BERNARDI,
2009; MATSUHISA et al., 2010). O guadro de sangramento em pacientes
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heterozigotos compostos e homozigotos é semelhante, podendo ser grave
(HERRMANN et al., 2009).

Pacientes com deficiéncia moderada de FVII (niveis de FVII.C entre 2%-20%)
apresentam, tipicamente, sangramento de mucosas, tais como menorragia, epistaxe,
gengivorragia, sangramento pos-trauma ou poés-cirdrgico (extragdo dentaria)
(BOLTIN et al., 2008; GIANSILY-BLAIZOT, 2004; HERRMANN et al.,, 2009;
JAYANDHARAN et al., 2007; PERRY, 2002 e 2003). Menorragia e deficiéncia de
ferro cronica sdo comuns em mulheres com deficiéncia de FVII. Esses padrbes de
sangramento da mucosa sdo semelhantes aos observados em pacientes com
plaguetopatias hereditarias (MARIANI; BERNARDI, 2009; PERRY, 2002). No caso
de deficiéncia grave de FVII (niveis de FVII:C inferiores a 2%) podem ocorrer
hemartroses, assim como hematomas musculares, sangramento no coto umbilical e
hemorragias no sistema nervoso central e trato gastrointestinal. Tais casos ocorrem
logo ap6s 0 nascimento e se associam com uma alta morbidade e mortalidade
(BOLTIN et al., 2008; GIANSILY-BLAIZOT, 2004; HERRMANN et al.,, 2009;
JAYANDHARAN et al., 2007; MARIANI; BERNARDI, 2009; McVEY et al., 2001;
PERRY, 2002 e 2003). Nesses casos, 0s pacientes com deficiéncia de FVII exibem
as mesmas manifestacdes observadas em pacientes com hemofilia, com possivel
evolucdo para a artropatia cronica e degeneracao articular grave. Ao contrario da
hemofilia, hematomas musculares séo relativamente raros na deficiéncia de FVII
(GIANSILY-BLAIZOT, 2004).

Na auséncia de uma histéria hemorragica grave, a maioria dos pacientes
deficientes em FVII apresenta risco de complicaces hemorragicas somente apés
grande cirurgia ou trauma. Cada caso exige uma avaliacao individual, devido a baixa
correlacao entre as mutacdes, a FVII:C e o fenétipo. De todos os fatores preditivos
de risco hemorragico avaliados, a historia clinica apés desafios hemostaticos em
pacientes com deficiéncia hereditaria de FVII € o mais importante (BOLTIN et al.,
2008; MANDHYAN et al., 2010; POLLAK et al., 2006).

Nem todo individuo com deficiéncia de FVII apresenta risco de sangramento,
sendo a associacdo entre hemorragia e a deficiéncia de FVII considerada somente
nas deficiéncias de nivel moderado a grave (BOLTIN et al., 2008).

Uma proporcdo consideravel de individuos com quadro de sangramento leve
e moderado tem niveis semelhantes de FVII:C por ensaio in vitro, isto €, a

correlacdo entre os niveis de FVII e o risco de hemorragia é fraca (HOOD; EBY,
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2008; McVEY et al.,, 2001). Dessa forma, eventualmente, pacientes com quadro
hemorragico de leve intensidade apresentam niveis muito baixos de FVII. Por outro
lado, quadros hemorragicos de intensidade moderada a grave podem se associar a
niveis mais elevados de FVII (FROMOVICH-AMIT et al., 2004; GIANSILY-BLAIZOT,
2004; GIANSILY-BLAIZOT et al, 2002; GIANSILY-BLAIZOT et al, 2004;
JAYANDHARAN et al.,, 2007; PERRY, 2002 e 2003; PEYVANDI et al., 2000;
RODRIGUES et al., 2003).

Os principais diagnésticos diferenciais da deficiéncia de FVII sdo a deficiéncia
de vitamina K e as hepatopatias, que também cursam com prolongamento do TP e
com baixos niveis de FVII (PERRY, 2002).

Em pacientes com doenca hepética crénica os niveis de FVII sdo muitas
vezes desproporcionalmente menores do que outros fatores dependentes da
vitamina K, por exemplo, protrombina e FX. Outros disturbios hepéticos, como
Sindrome de Dubin Johnson, Sindrome Rotor e Sindrome de Gilbert podem se
associar a niveis de FVII baixos (PERRY, 2002).

1.5.3 Quadro laboratorial

E caracteristico da deficiencia de FVIl o prolongamento do TP e a
normalidade do TTPA (BOLTIN et al., 2008; GIANSILY-BLAIZOT, 2004; HOOD;
EBY, 2008; MANDHYAN et al., 2010; MARIANI; BERNARDI, 2009; PERRY, 2002;
POLLAK et al., 2006). Dessa forma, o TP é utilizado como teste de triagem para o
diagnostico de deficiéncia de FVII.

A dosagem de FVII:C é o principal teste para o diagnéstico da deficiéncia. Ela
pode ser medida usando um ensaio funcional do TP. Estudos familiares podem ser
de valor para confirmacao do diagnéstico da deficiéncia de FVII (PERRY, 2002).

E interessante citar que alguns pacientes com deficiéncia de FVII apresentam
uma discrepéancia entre os niveis de FVII:C, utilizando tromboplastina de coelho em
comparagado com outras tromboplastinas. Foi verificado que quando a dosagem de
FVII foi realizada com tromboplastina recombinante humana os niveis de FVII:C
aumentaram aproximadamente 30% (HOOD; EBY, 2008; McVEY et al., 2001;
RODRIGUES et al., 2003). Este fenbmeno foi particularmente demonstrado com a
variante FVII Padua (Arg304Gln), caracterizada por um TP prolongado, usando

tromboplastina de cérebro de coelho e um TP pouco alterado, usando
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tromboplastina recombinante humana (PERRY, 2002). Dessa forma, a fonte da
tromboplastina pode afetar significativamente o0s ensaios funcionais de FVII,
enfatizando a importancia da utilizacdo de uma série de diferentes tromboplastinas
ao se investigar os pacientes com suspeita de deficiéncia de FVII. Para fins de
diagnostico de deficiéncia de FVII, deve-se dar preferéncia a tromboplastina
recombinante humana (GIANSILY-BLAIZOT, 2004; MARIANI; BERNARDI, 2009;
PERRY, 2002 e 2003).

A deficiéncia hereditaria do FVII é classificada como tipo | ou Il, dependendo
da quantidade de FVII:Ag no plasma (MANDHYAN et al., 2010). No tipo I,
guantitativo, ha reducdo proporcional de FVII:Ag e FVII:C. No tipo II, qualitativo,
ocorre uma reducao de FVII.C sem, entretanto, haver reducéo de FVII:Ag, indicando
a presenca de uma proteina disfuncional (HERRMANN et al., 2009; PERRY, 2003;
PEYVANDI et al., 2000).

Testes imunoldgicos podem ser usados para mensurar 0s niveis do antigeno
do FVII (FVII:Ag). Os ensaios mais frequentemente utilizados para este fim sdo o
imunoenzimatico (ELISA) e imunorradiométrico (IRMA). Entretanto, estes testes nao
séo realizados rotineiramente para o diagnéstico da deficiéncia de FVII, tendo sua
principal indicacdo na diferenciacdo entre os tipos | e Il de deficiéncia (GIANSILY-
BLAIZOT, 2004; MARIANI; BERNARDI, 2009; PERRY, 2002 e 2003).

1.5.4 Aconselhamento genético

Devido a grande heterogeneidade do fendtipo e gendtipo observado na
deficiéncia hereditaria de FVII, o aconselhamento genético dependerd das
repercussfes clinicas da doenca na familia que esta sendo considerada. A
existéncia de um primeiro filho com graves manifestacdes, por exemplo, hemorragia
intracraniana ou hemartrose de repeticdo, pode levar a equipe médica a propor
diagndstico pré-natal no momento de uma subsequente gravidez, em paises onde
essa medida € permitida. Por outro lado, a descoberta isolada de deficiéncia de FVII
devido a defeito genético em ambos os parceiros de um casal sem filhos pode gerar
inUmeras questdes. Atualmente, ndo € possivel prever com certeza a consequéncia
fenotipica de uma ou outra mutacdo no F7 e, menos ainda, as repercussdes do
quadro clinico de um heterozigoto composto (GIANSILY-BLAIZOT, 2004).
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1.5.5 Tratamento

Histéria de sangramento, a situacdo clinica atual e um ensaio de FVII:C
realizado com tromboplastina recombinante humana devem orientar 0 manejo inicial
da deficiéncia de FVII (GIANSILY-BLAIZOT, 2004; MARIANI; BERNARDI, 2009;
POLLAK et al., 2006).

Dois principios gerais devem ser considerados no tratamento da deficiéncia
de FVII: a reduzida meia-vida plasmatica do FVII in vivo e os niveis de FVII
suficientes para a hemostasia adequada, mesmo durante uma cirurgia (PERRY,
2003). Geralmente estes niveis sdo de 10-15 U/dL de FVII no plasma.

As opgOes atuais de tratamento para a deficiéncia de FVII sGo o uso de
inibidores fibrinoliticos, plasma fresco congelado, concentrados de complexo
protrombinico e concentrado de FVlla recombinante (rFVila) (GIANSILY-BLAIZOT,
2004; HOOD; EBY, 2008; MANDHYAN et al., 2010; MARIANI; BERNARDI, 2009;
MATSUHISA et al., 2010; PERRY, 2002 e 2003; POLLAK et al., 2006).

Véarios estudos tém demonstrado que pacientes com deficiéncia de FVII
podem ser tratados com seguranca usando rFVila (MARIANI; BERNARDI, 2009;
PERRY, 2002 e 2003). O rFVlla é um potente gerador de trombina que foi
desenvolvido, principalmente, para uso em pacientes com hemofilia hereditaria ou
adquirida com inibidor contra o FVIII ou FIX. O rFVlla é estruturalmente semelhante
ao FVII de origem humana. Ele se liga ao FT no local da lesédo e esse complexo, por
sua vez, ativa o FIX e FX, dando inicio ao processo da coagulacdo (GIANSILY-
BLAIZOT, 2004; MANDHYAN et al., 2010; MARIANI; BERNARDI, 2009).

Embora o plasma fresco congelado tenha sido utilizado no passado para o
tratamento de hemorragias na deficiéncia de FVII, existe pouca informacao
disponivel sobre a eficacia do mesmo. Quando este for utilizado, deve-se administrar
15-20 mL/kg a cada quatro horas. Devido a sobrecarga de volume, o uso prolongado
de plasma fresco congelado é considerado inadequado para o tratamento de
pacientes com deficiéncia de FVII (GIANSILY-BLAIZOT, 2004; MARIANI;
BERNARDI, 2009; PERRY, 2002 e 2003).

Outra questdo ndo resolvida é a estratégia terapéutica para a reposicao pré-
operatoria de FVII em pacientes com menos de 5% de FVII:C, mas até entdo

assintomaticos. Atualmente, um teste para predizer o risco hemorragico nao existe e
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a falta de consenso torna as opg¢Oes terapéuticas ndo uniformizadas (GIANSILY-
BLAIZOT, 2004).



2 JUSTIFICATIVA
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A deficiéncia do FVII € uma doenca hemorragica de carater autossémico
recessivo, sendo a mais comum das coagulopatias hereditarias raras. No Brasil
estudos sobre a deficiéncia de FVII sdo escassos e somente o estudo de Rodrigues
et al. (2003) investigou seis pacientes com deficiéncia de FVII a nivel molecular. A
literatura médica tem reportado varias mutagcbes no F7. Entretanto, a quase
totalidade de pacientes estudados é de origem caucasiana. Assim, é fundamental a
ampliacdo do estudo molecular da doengca em outras populacdes.

A caracterizagdo molecular da deficiéncia de FVII permitirh conhecer os
defeitos genéticos na populacdo estudada, além de proporcionar a determinacéo da
relacdo fendtipo-gendtipo da doenca. Ainda, possibilitara confirmar ou afastar a
condicdo genética de individuos que possuem niveis leves a moderados de FVII:C,
assim como identificar a presenca dessas mutacdes em familiares desses pacientes
gue néo apresentam sintomas da doenca.



3 OBJETIVOS
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Este trabalho teve como objetivos:

3.1 Geral

e Caracterizar as bases moleculares da deficiéncia de FVII na populacao
estudada em um grupo de pacientes do estado de Minas Gerais atendidos
no HBH.

3.2 Especificos

e Conhecer as manifestacbes clinicas apresentadas pelos pacientes
estudados;

e Determinar os niveis de FVII:C nos pacientes estudados, comparando
diferentes tromboplastinas;

e Determinar a condicdo genética para a deficiéncia de FVII nos pacientes
estudados;

¢ Relacionar as variantes génicas com o quadro clinico e laboratorial.



4 METODOLOGIA
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4.1 Pacientes

Todos os 38 pacientes diagnosticados como deficientes em FVII registrados
no HBH, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, foram convidados a participar do
estudo através de carta convite (APENDICE A). Dos 31 pacientes (82%) que
aceitaram participar, 26 (84%) apresentavam FVII:C inferior a 50% e quatro
pacientes (13%) apresentavam FVII:C discretamente superior a 50%. Estes foram
incluidos por apresentarem manifestacdo hemorragica. Em um paciente (3%) néo foi
dosada a FVII:C. Apés o aceite foi agendada uma consulta médica no ambulatério de
coagulopatias do HBH. No inicio da consulta foi feita uma explanacdo verbal sobre o
projeto de pesquisa. Apds a concordancia em participar os pacientes assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE B). A pesquisa obteve
aprovacdo do Comité de Etica da Fundagdo HEMOMINAS (ANEXO A) e do COEP
UFMG (ANEXO B).

Os pacientes foram submetidos a um exame clinico detalhado (anamnese
clinica seguida de exame fisico geral), com a finalidade de se avaliar as
manifestacdes clinicas, assim como gravidade, sequelas e complicacfes da doenca
e do seu tratamento. Além disso, foi afastada a hiptese da existéncia de doencas
hepéticas e outras doencas/condi¢cdes adquiridas que pudessem afetar os niveis
plasmaticos de FVII, tais como obesidade, uso de anticoncepcionais orais e
dislipidemias. A coleta de dados foi baseada em um questionario especifico
(APENDICE C). A coleta de dados clinicos e amostra bioldgica ocorreram entre
Novembro de 2003 e Fevereiro de 2004.

Os pacientes foram considerados potenciais deficientes de FVII da
coagulacdo quando tiveram mais de um teste de TP prolongado, com os demais
testes de triagem de coagulacdo normais (TTPA, tempo de trombina, contagem de
plaquetas, dosagem de fibrinogénio). Esses pacientes foram, entdo, submetidos a
dosagem de FVII:.C.

4.1.1 Critérios de inclusao

Pacientes registrados no ambulatério de coagulopatias do HBH com

diagndstico de deficiéncia de FVII, que concordaram em participar do estudo.
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4.1.2 Critérios de exclusao

Pacientes com deficiéncia de FVII que ndo concordaram em participar do

estudo.

4.2 Métodos

4.2.1 Coleta de sangue

Para a realizacdo dos testes de coagulacao foram coletados 5 ml de sangue
periférico em tubo contendo citrato de sddio como anticoagulante. O plasma foi
imediatamente obtido através de centrifugacdo a 3000 rpm (rotagdes por minuto)
durante 15 minutos, sendo a seguir aliquotado, acondicionado em microtubo e
estocado a — 80° C, até o momento da andlise. Para a realizacdo dos métodos
moleculares foram coletados 10 mL de sangue periférico em tubos contendo citrato
de sodio ou EDTA.

4.2.2 Testes laboratoriais de coagulacao

4.2.2.1 Tempo de protrombina

O plasma de todos os 31 pacientes foram submetidos a realizacédo do TP, que
foi realizada no Laboratorio de Hematologia do HBH.

O TP foi realizado no aparelno COAG-A-MATE MTX (Organon Teknika,
Dublin, Irlanda). O principio do teste reflete a ativacdo da via extrinseca (da qual
participa o FVII), quando ao plasma anticoagulado é adicionada a Tromboplastina
(Fator Tecidual), na presenca de calcio. Por conseguinte, a trombina € gerada,
resultando na formacéo da fibrina (codgulo). O tempo necessario para a formacao
do coagulo de fibrina € medido como o Tempo de protrombina, em segundos. O
método utilizado pelo aparelho é o coagulométrico, cujo principio de deteccdo é
baseado no monitoramento eletromagnético da formacdo do coagulo, pelo

movimento da esfera metéalica.
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4.2.2.2 Dosagem de atividade do fator VIl

A FVII.C foi realizada em Marco de 2004 em 30 pacientes com deficiéncia de
FVII, visando detectar a atividade funcional do FVII no plasma.

A dosagem de FVII:C foi realizada em duplicata no aparelho COAG-A-MATE
MTX (Organon Teknika, Dublin, Irflanda). Esse teste se baseia ho mesmo principio
da determinacdo do TP. Entretanto, utiliza plasma deficiente em FVII, calcio e
tromboplastina para seu processamento. Foram utilizados dois tipos de
tromboplastina, a derivada de cérebro de coelho (Thromboplastin S; Biopool
Internacional, Ventura, EUA) e a tromboplastina humana (Recombiplastin,
Instrumentation Laboratory Company, Lexington, EUA).

A TAB. 4 lista os valores de referéncia para tempo/atividade de protrombina e
FVII:C.

TABELA 4

Valores de referéncia

Analito Valores Normais Referéncia

Tempo / Atividade de protrombina 10 a 14 segundos / 70% a 100%
Atividade de Fator VII 50% a 150%

4.2.3 Analise das mutacdes no gene do fator VI

4.2.3.1 Extracado de DNA

Para lise e separacdo do pellet leucocitario foi utilizada a técnica baseada em
Bowen e Keeney (2003). Foram adicionados 500 puL de sangue venoso a 500 pL de
tampéo de lise celular (10 mM Tris-HCI pH 8.0; 11% w/v sucrose; 5 mM MgC,, 1%
v/v Triton X-100), misturados e submetidos a centrifugacdo por dois minutos a 2.000
rom. O sobrenadante foi descartado e, a seguir, 500 uL do mesmo tampéao foram
adicionados ao sedimento, repetindo-se o procedimento anterior. Posteriormente,
foram adicionados 300 puL de tampéo de lise nuclear (10 mM Tris-HCI, pH 8.0; 10
mM/L EDTA; 10 mM citrato de sédio; 1% w/v SDS). Ap6s homogeneizacao, foram
adicionados 120 yL NaCl 5 M (Sigma, St. Louis, EUA) e 500 pL de cloroférmio

(Sigma, St. Louis, EUA), seguido de centrifugacéo por cinco minutos a 2.000 rpm. A
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fase aquosa foi transferida para um novo tubo, sendo adicionados dois volumes de
etanol 100% (Sigma, St. Louis, EUA), homogeneizada e centrifugada por cinco
minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com
etanol 70%. ApoOs nova centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o tubo,
contendo o precipitado de DNA, foi deixado a temperatura ambiente para permitir
evaporacao do excesso de etanol. Depois de seco o DNA foi ressuspenso em agua
bidestilada e deixado por 24 horas a 4°C para dissolucdo. A concentracdo de DNA
foi estimada em comprimento de onda de 260 nm, utilizando o equipamento
Nanodrop (Thermo Fisher SCIENTIFIC, Wilmington, EUA). As amostras foram

armazenadas a -20° C, até anélise.
4.2.3.2 Amplificacdo de fragmentos do gene do fator VIl pela técnica de PCR

Os nove fragmentos do F7 foram amplificados usando nove pares de
oligonucleotideos (Alpha DNA, Quebec, Canada) (TAB. 4). Em geral, cada par de
nucleotideos (senso e antisenso) foi empregado para amplificar um Unico éxon,
excecOes feitas aos éxons 3 e 4, que devido a sua pequena extensao foram
amplificados conjuntamente, e ao éxon 8, que devido a sua grande extensao foi

amplificado em dois fragmentos. A TAB. 5 apresenta os oligonucleotideos usados na

amplificacéo e sequenciamento do F7.

TABELAS

Oligonucleotideos usados para amplificacéo e sequenciamento do F7

Fragmento Sequéncia Posigao Tamanho
Seq. Ref. NT_027140.6  (pb)
1A CTGGCCTGGTCTGGAGGCTC 1255708 a 1255727 586
CGGGCTGGCTCCTGGATTTGC 1256273 a 1256293
1B CAGTGCCTGGGATGTGGCTGC 1257091 a 1257110 205
GCTGGCTCTTTGCCATGGGAG 1257295 a 1257315
5 CGGTCTCCGAGGCACTGGGC 1260949 a 1260968 287
CACGCGGCCTGGTTCACCGC 1261216 a 1261235
3-4 CAGTTCATGGTGTGTCCAGTGC 1263990 a 1264011 386
CACCAGGTTGTTGCACCCTGC 1264356 a 1264375
5 ATCCACGCCTTGTCCTTTGGATCA 1265795 a 1265818 360
TGTCATCTGGGACTGGGACATGAA 1266131 a 1266154
6 GCCTCAAGGCCTCTCAGAGG 1266986 a 1267005 284
CAGAGCTGTTGTTCACATTC 1267250 a 1267269
7 GCGACATTTGTATTCTTGGGCCGT 1267563 a 1267586 627
TGTCTGTGGAAGTGACAGCACGAA 1268166 a 1268189
8A CTGCAGACCTAGAAATGGCC 1268638 a 1268657 376
CACGTTGAGGACCATGAGCTC 1268993 a 1269013
8B CGCTTCTCATTGGTCAGCGGC 1268936 a 1268956 456

GATTTGGTGCCAGGACAGTTCG

1269370 a 1269391

Abreviagdo: Seq., sequéncia; Ref., referéncia; pb, pares de base
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A amplificacdo do DNA gendmico dos nove éxons foi realizada utilizando o
termociclador Eppendorf (Mastercycler® Gradient, Hamburg, Alemanha). Foram
utilizados 200 ng de DNA, 20 pmoles de cada oligonucleotideo (senso e antisenso),
200 uyM de cada dANTP (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) (Fermentas, Lituania, Uniao
Européia), 5,0 uL de tampéao (Tris-HCI 100 mM, pH 8, 8; KCI 500 mM, 0,8% v/v)
(Fermentas, Lituania, Unido Européia), e 2,5 U de Taq DNA Polimerase (Fermentas,
Lituania, Unido Européia), para um volume final de 50 pL de reacdo de amplificacéo.
A concentracdo de MgCl, (Fermentas, Lituania, Unido Européia) foi variada de 1.0 a
2.0 mM (TAB. 6). Para os éxons 1B e 2 foi utilizado tamp&do de DMSO 10% (EMD
Biosciences, San Diego, EUA).

A TAB. 6 apresenta descricdo sobre as condicbes de amplificacdo dos

fragmentos de PCR e as concentracdes de MgCl, utilizadas.

TABELA 6

CondicBes usadas para amplificacdo dos fragmentos de F7 e concentracdo de MgCl,

Bxon Mg Cla (mM) 0 empo ExtensdofTempo
1A 2.0 69,9 °C/30 segundos 72 °C/30 segundos
1B 1.0 60 °C/30 segundos 72 °C/30 segundos
2 2.0 69,9 °C/30 segundos 72 °C/30 segundos
3-4 2.0 60 °C/45 segundos 72 °C/1 minuto

5 2.0 68,1 °C/30 segundos 72 °C/30 segundos
6 2.0 57,8 °C/30 segundos 72 °C/30 segundos
7 2.0 68,1 °C/30 segundos 72 °C/30 segundos
8A 1.5 70 °C/30 segundos 72 °C/30 segundos
8B 2.0 69,9 °C/30 segundos 72 °C/30 segundos

Nota - A temperatura de desnaturagdo foi de 94°C por 30 segundos para todos os
fragmentos. Um total de 35 ciclos foi realizado para cada amplificacao.

Abreviac¢des - MgCly, cloreto de magnésio

4.2.3.3 Eletroforese em gel de agarose

Apoés a amplificacdo, a presenca e o tamanho dos fragmentos amplificados
foram conferidos através de eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com
SYBR Safe DNA a 5% (Invitrogen, Oregon, EUA).
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O gel foi imerso em tampéao Tris-Acetato-EDTA 1X (TAE) (Tris - Base 40 mM,
Acido acético glacial 20 mM, EDTA 1mM). Foram aplicadas 10 pL de cada amostra,
misturados com 2 pL de tampdo de corrida 5X (Loading Buffer) (50% glicerol,
0.125% azul de bromofenol, 0.125 xileno cianol, TE pH 8.0 g.s.p.) nas canaletas e a
corrida eletroforética foi realizada durante 90 minutos, 80 volts (V) e 150 amperes
(A). O gel foi visualizado sob luz UV e a imagem captada pelo sistema de imagem
cientifica EDAS 290 (KODAK, New Haven, EUA).

4.2.3.4 Purificagéo dos fragmentos amplificados

A purificacdo dos produtos de PCR amplificados foi realizada por um unico
passo de precipitacdo usando solucdo de PEG (polietileno glicol) 8000, contendo
26,2% de PEG 8000, 6,6 mM de MgCl, e 0,6 M de acetato de sodio pH 5,2, segundo
protocolo estabelecido por Rosenthal et al. (1993) com modificacdes. Os produtos
de PCR foram adicionados a igual volume de solucdo de PEG, cuidadosamente
homogeneizados e incubados a temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 13000 rpm durante 25 minutos. O sobrenadante
foi cuidadosamente removido e os produtos de PCR sedimentados foram lavados
com etanol 100% (Merck, Darmstadt, Alemanha) e, em seguida, etanol 85%. A
seguir, o sobrenadante foi diluido em &gua bidestilada e deixado por 24 horas a 4°C
para dissolucdo. Sua concentracdo foi estimada através da mensuracéo utilizando o
Nanodrop (Thermo Fisher SCIENTIFIC, Wilmington, EUA), em comprimento de onda

de 260 nm. As amostras foram armazenadas a -20°C, até analise.
4.2.3.5 Sequenciamento direto

O sequenciamento direto do DNA amplificado foi utilizado para identificar a
presenca de alteracfes genéticas associadas a deficiéncia hereditaria de FVII que,
em guase sua totalidade, séo devidas a mutagcdes pontuais.

Para o sequenciamento foram utilizados os mesmos oligonucleotideos usados
nas reacoes de amplificagéo listados na TAB. 5.

Para cada amplificacdo foram utilizados 0,3 pL do reagente BigDye®
Terminator v3. 1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, EUA), 10-20 ng

do produto de PCR purificado, 1,6 pmoles de oligonucleotideo (senso ou antisenso),
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1,7 yL de tampao (Applied Biosystems, Foster City, EUA), para um volume final de
10 yL de reacdo. Em seguida, as reacfes foram amplificadas em termociclador
(Mastercycler® Gradient, Hamburg, Alemanha) sob as seguintes condi¢des: ciclo
inicial de desnaturacdo de 96 °C por dois minutos, seguidos de 44 ciclos de 96 °C
por 30 segundos, 55 °C por 15 segundos e 60 °C por quatro minutos.

Os produtos finais foram purificados por precipitacdo com isopropanol (Casa
da Quimica Indastria e Comércio, Diadema, Brasil). As etapas de precipitacao
incluiram inicialmente a adicdo de quatro volumes de isopropanol 65% em cada
amostra, seguida de incubacao das reacdes a temperatura ambiente por 15 minutos,
protegidas da luz. A seguir, as amostras foram centrifugadas a 3750 rpm por 55
minutos e o0 sobrenadante descartado. Posteriormente, foram adicionados 10
volumes de etanol 70% (Isofar, Duque de Caxias, Brasil), seguido de centrifugacao a
3750 rpm por 15 minutos e do descarte do sobrenadante. Os produtos purificados
foram incubados a 37 °C e protegidos da luz durante 30 minutos para a completa
eliminacdo do etanol. Em seguida, as reacdes foram eluidas em 10 pL de formamida
ultra-pura, pré-aquecidas a 95 °C por cinco minutos e entdo submetidas a
eletroforese por capilaridade, usando o sequenciador automatico 3130 Genetic

analizer (Applied Biosystem, Foster City, EUA).

4.2.3.6 Analise das sequéncias

Os eletroesferogramas foram analisados pelo programa DNA Baser (Pitesti,
Roménia) e as sequéncias dos pacientes foram comparadas com a sequéncia de
referéncia cDNA NM_000131.3, disponivel em:

<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000131.3>). A nomenclatura foi realizada

segundo orientacbes HGVS, disponivel em: <http://www.hgvs.org/mutnomen/recs-

DNA.html>), tendo como base que mutacdes se referem a diferencas na sequéncia
do DNA de um individuo que sdo raras. Os polimorfismos sdo diferencas na
sequéncia do DNA que séo encontradas em varios individuos, em uma determinada

frequéncia (geralmente em mais de 1% da populacéo).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000131.3
http://www.hgvs.org/mutnomen/recs-DNA.html
http://www.hgvs.org/mutnomen/recs-DNA.html

5 RESULTADOS
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Os resultados deste trabalho serédo apresentados na forma de artigo:

ARTIGO: DETERMINACAO DAS BASES MOLECULARES DA DEFICIENCIA
HEREDITARIA DE FATOR VII DA COAGULACAO

Resumo

Introducdo: A deficiéncia hereditaria do fator VIl (FVII) da coagulacdo é a mais
comum dentre as coagulopatias raras, com prevaléncia estimada de 1:500.000
habitantes. E transmitida como heranca autossémica recessiva, devido & mutacées no
gene que codifica o FVII (F7). Apresenta manifestacdes clinicas variaveis, desde formas
assintométicas até sangramentos graves. Estudos moleculares s&o raros em
populacdes ndo caucasianas. Diante disso, estudamos, em nivel molecular, uma coorte
de pacientes com deficiéncia de FVII, registrados no Hemocentro de Belo Horizonte
(HBH).

Métodos: Todos os pacientes diagnosticados como deficientes em FVII
registrados no HBH, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, foram convidados a participar
do estudo atraveés de carta convite. A coleta de informagdes clinicas e material bioldgico
ocorreram de Novembro de 2003 a Fevereiro de 2004. Dos 38 pacientes registrados, 31
(82%) aceitaram participar, destes, 26 pacientes (84%) apresentavam atividade
coagulante de FVII (FVII:C) inferior a 50% e quatro pacientes (13%) apresentavam
FVII:.C discretamente superior a 50%. Estes foram incluidos por apresentarem
manifestacdo hemorragica. Em um paciente (3%) nao foi dosada a FVII:C. Os pacientes
foram avaliados clinicamente e submetidos a exames laboratoriais, dentre estes, tempo
de protrombina e FVII:C, com diferentes tromboplastinas. Todos os éxons e regides
limitrofes entre introns e éxons de F7 foram amplificados e sequenciados.

Resultados: No total, 13 variantes génicas foram identificadas. Dentre elas, seis
(46%) sao variacbes genéticas conhecidas (Arg304GIn; Thr324Met, c.-323_-
313insCCTATATCCT; Glu95Glu; Hisl75His e Arg353GIn) e sete (54%) s&o novas
(Arg43Lys, Phe84Phe; GIn116GIn; Argl39Arg, Glul42Glu, c.745_747delGTG e
GIn281GlIn).

Concluséo: A maioria dos pacientes com deficiéncia de FVII moderada a leve sé&o
portadores de polimorfismos ou variagcbes genéticas em homozigose. Nao houve
associacdo entre fenotipo e genotipo nos pacientes estudados, o que corrobora os
dados da literatura.

Palavras—chave: fator VI, gene, mutacdo, hemorragia, sangramento, polimorfismo,
Brasil.
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ABSTRACT

Introduction: The inherited deficiency of coagulation factor VII (FVII) is the most
frequent among rare coagulopathies, with an estimated prevalence of 1. 500,000
inhabitants. It is transmitted as an autosomal recessive inheritance, due to mutations in
the gene coding FVII (F7). It presents variable clinical manifestations, from asymptomatic
forms to severe bleedings. Molecular studies are rare in non-Caucasian populations.
Thus, we studied, at molecular level, a cohort of patients with FVII deficiency, registered
at “Hemocentro de Belo Horizonte” (HBH), Belo Horizonte, Brazil.

Methods: All patients diagnosed with FVII deficiency were invited to participate in
the study through an invitation letter. We collected clinical data and blood samples
between November 2003 and February 2004. Thirty-one (82%) out of 38 patients
accepted the invitation; 26 of them (84%) had FVII activity (FVII:C) lower than 50% and 4
patients (13%) had FVII:C slightly over than 50% (included as they presented a
hemorrhagic manifestation). FVII:C was not assessed in 1 patient (3%). Patients were
clinically evaluated and submitted to laboratory tests, among these, prothrombin time
and FVII:C, with different thromboplastins. All exons and intron/exon borders of F7 were
amplified and sequenced.

Results: Thirteen gene variants were identified. Six (46%) are known genetic
variants (Arg304GIn; Thr324Met, c.-323_-313insCCTATATCCT,; Glu95Glu; His175His
and Arg353GIn) and seven (54%) are new ones (Arg43Lys, Phe84Phe; GIn116GlIn;
Arg139Arg, Glul42Glu, c.745_747delGTG and GIn281GlIn).

Conclusion: Most patients with moderate to mild FVII deficiency have
polymorphisms or genetic alterations in homozygosis. No association was seen between
phenotype and genotype of the patients studied, which corroborates data from the

literature.

Keywords: factor VII, gene, mutation, hemorrhage, bleeding, polymorphism, Brazil.

Introducéo

A deficiéncia hereditaria de fator VII (FVII) € uma doenga hemorragica rara
(BOLTIN et al., 2008; FROMOVICH-AMIT et al., 2004; GIANSILY-BLAIZOT, 2004;
GIANSILY-BLAIZOT et al., 2002; GIANSILY-BLAIZOT et al., 2004; HERRMANN et
al., 2009; HOOD & EBY, 2008; MARIANI; BERNARDI, 2009; MARIANI et al., 2000;
MATSUHISA et al., 2010; McVEY et al., 2001; PERRY, 2002 e 2003; PEYVANDI et

al., 2000), decorrente da reducdo de FVII da coagulacdo, devido a alteracbes
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genéticas no gene que codifica o F7. Sua prevaléncia é significativamente maior nos
paises que praticam o casamento consanguineo, o que é provavelmente devido a
maior prevaléncia da doenca decorrente de heranca autossdmica recessiva nestas
populagdes (BOLTIN et al.,, 2008; FROMOVICH-AMIT et al., 2004; GIANSILY-
BLAIZOT, 2004; GIANSILY-BLAIZOT et al., 2002; GIANSILY-BLAIZOT et al., 2004;
HERRMANN et al., 2009 JAYANDHARAN et al., 2007; MARIANI; BERNARDI, 2009;
MARIANI et al., 2000; MATSUHISA et al., 2010; McVEY et al., 2001; PERRY, 2002 e
2003; PEYVANDI et al., 2000). A deficiéncia do FVII apresenta uma prevaléncia
estimada de 1: 500.000 individuos (HERRMANN et al., 2009; JAYANDHARAN et al.,
2007; MATSUHISA et al.,, 2010; McVEY et al.,, 2001; PERRY, 2002 e 2003;
PEYVANDI et al., 2000; POLLAK et al., 2006; RODRIGUES et al., 2003).

O F7 possui 12,8 Kb de extensao e € constituido por nove éxons e oito introns
(O'HARA et al., 1987). Esta localizado no cromossomo 13, na posicdo 13 q 3 4,
proximo ao gene que codifica o fator X (FX), outra proteina da coagulacdo (HAGEN
et al., 1986).

O FVII € uma glicoproteina de sintese hepatica dependente da vitamina K.
Sua func&o na hemostasia se relaciona principalmente com o processo de iniciagao
da coagulacdo sanguinea (BOLTIN et al., 2008; FROMOVICH-AMIT et al., 2004,
GIANSILY-BLAIZOT et al., 2004; HAGEN et al., 1986; McVEY et al., 2001; O'HARA
et al., 1987; PERRY, 2002 e 2003; RODRIGUES et al., 2003).

O FVII circula no plasma principalmente na sua forma inativa, em uma
concentracdo de aproximadamente 10 nmol/L (0,5 pg/mL). Em sua forma ativa
(FVIla) circula em uma quantidade ainda menor (~10-110 pmol/L) (BOLTIN et al.,
2008; McVEY et al., 2001; PERRY, 2002 e 2003; RODRIGUES et al., 2003). Ambas
as formas se ligam ao FT (fator tecidual), presente no subendotélio, evento que
inicia o processo da coagulacdo (GIANSILY-BLAIZOT et al., 2004; McVEY et al.,
2001; PERRY, 2003; POLLAK et al., 2006; RAO & RAPAPORT, 1988; RODRIGUES
et al., 2003).

A maioria dos individuos com mutacdes no F7 € assintomatica (MATSUHISA
et al., 2010; McVEY et al., 2001), sendo na maioria das vezes identificados atraves
de triagem pré-operatoria ou mediante realizacdo de exames de rotina (HOOD &
EBY, 2008; McVEY et al., 2001). Pacientes com deficiéncia moderada a grave de
FVII (niveis de FVII:.C < 20%) podem apresentar sangramento de mucosas, tais

como menorragia, epistaxe, gengivorragia, sangramento pos-trauma ou pos-
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cirdrgico (BOLTIN et al., 2008; GIANSILY-BLAIZOT, 2004; HERRMANN et al., 2009;
JAYANDHARAN et al., 2007; PERRY, 2002 e 2003). Hemartroses, hematomas
musculares, sangramento no coto umbilical e hemorragias de sistema nervoso
central e gastrointestinal podem ocorrer nos casos de maior gravidade. Essas
manifestacbes podem ocorrer logo ap0s o0 nascimento e se associam a alta
morbidade e mortalidade (BOLTIN et al., 2008; GIANSILY-BLAIZOT, 2004;
HERRMANN et al., 2009; JAYANDHARAN et al., 2007; MARIANI; BERNARDI, 2009;
MCVEY et al., 2001; PERRY, 2002 e 2003).

Na deficiéncia de FVII, a correlacdo entre os niveis de FVI:C e as
manifestacdes hemorragicas sdo fracas, de forma gque casos com sangramento leve
se associam a niveis baixos FVII.C ou, de forma oposta, casos com sangramento
mais grave se relacionam a niveis quase normais de FVII:C (FROMOVICH-AMIT et
al., 2004; GIANSILY-BLAIZOT et al., 2002; GIANSILY-BLAIZOT et al., 2004; HOOD
& EBY, 2008; JAYANDHARAN et al., 2007, McVEY et al., 2001; PERRY, 2002 e
2003; RODRIGUES et al., 2003).

Existem aproximadamente 200 mutacdes no F7 descritas na literatura
(FROMOVICH-AMIT et al., 2004; HOOD & EBY, 2008; MANDHYAN et al., 2010;
MARIANI et al., 2000; McVEY et al., 2001; PERRY, 2002 e 2003; RODRIGUES et
al., 2003). Essas mutacdes se encontram listadas em banco de dados, tais como
The Human Gene Mutation Database (HGMD, disponivel em:

<http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=F7 >) e International Society on

Thrombosis and Haemostasis (ISTH, disponivel em:

<http://www.isth.org/default/index.cfm/publications/reqistries-databases/mutations-

rare-bleeding-disorders/factor-vii/?keywords=F7 >).

O presente estudo teve como objetivo principal caracterizar as bases
moleculares da deficiéncia de FVII em 31 pacientes atendidos em um Unico centro.
Foram identificadas 13 variantes génicas, das quais seis sdo variantes génicas

conhecidas e sete sdo novas.
Pacientes, Materiais e Métodos

Pacientes

Todos os 38 pacientes diagnosticados como deficientes em FVII registrados
no HBH, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, foram convidados a patrticipar do

estudo através de carta convite. Dos 31 pacientes que aceitaram participar, 26


http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=F7
http://www.isth.org/default/index.cfm/publications/registries-databases/mutations-rare-bleeding-disorders/factor-vii/?keywords=F7
http://www.isth.org/default/index.cfm/publications/registries-databases/mutations-rare-bleeding-disorders/factor-vii/?keywords=F7
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(84%) apresentavam FVII:C inferior a 50% e, quatro pacientes (13%) apresentavam
FVII:C discretamente superior a 50%. Estes foram incluidos por apresentarem
manifestacdo hemorragica. Em um paciente (3%) o FVII:C nao foi dosado. Todos os
pacientes foram submetidos a avaliagdo clinica (anamnese e exame fisico), com a
finalidade de se avaliar as manifestacdes clinicas, assim como gravidade, sequelas
e complicacbes da doenca e do seu tratamento. Doencas hepaticas e outras
doencas/condi¢des adquiridas que pudessem afetar os niveis plasmaticos de FVII:C,
tais como obesidade, uso de anticoncepcionais orais e dislipidemias foram
afastadas. Apds a concordancia em participar da pesquisa 0s pacientes assinaram
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. A pesquisa obteve aprovacdo dos
comités de ética institucionais. Os dados clinicos e amostra de sangue foram
coletados entre Novembro de 2003 e Fevereiro de 2004.

Os pacientes foram considerados potenciais deficientes em FVII da
coagulacdo quando tiveram mais de um teste de TP prolongado, com os demais
testes de triagem de coagulacdo normais (TTPA, tempo de trombina, contagem de
plaguetas, dosagem de fibrinogénio). Estes pacientes foram, entdo, submetidos a
dosagem de FVII.

Coleta de Sanque

Para a realizacdo dos testes de coagulacdo foram coletados 5 ml de sangue
periférico em tubo contendo citrato de so0dio como anticoagulante. O plasma foi
imediatamente obtido através de centrifugacdo a 3000 rpm (rotacdes por minuto)
durante 15 minutos, sendo a seguir aliquotado, acondicionado em microtubo e
estocado a — 80° C, até o momento da andlise. Para a realizacdo dos métodos
moleculares foram coletados 10 mL de sangue periférico em tubos contendo citrato
de sodio ou EDTA.

Testes laboratoriais de coagulacado

Tempo de protrombina

Todos os 31 pacientes foram submetidos a realizacdo do tempo de
protrombina (TP), que foi realizada no Laboratério de Hematologia do HBH.

O TP foi realizado no aparelho COAG-A-MATE MTX (Organon Teknika,
Dublin, Republica Irlanda), usando meétodos estabelecidos no laboratorio. O valor de

referéncia para a atividade de protrombina foi de 70%-100%.
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Dosagem de atividade do fator VI

A atividade do FVII coagulante (FVII:C) foi realizada em Marco de 2004 em 30
pacientes com deficiéncia de FVII, visando detectar a atividade funcional do FVII no
plasma.

A dosagem de FVII:C foi realizada em duplicata no aparelho COAG-A-MATE
MTX (Organon Teknika, Dublin, Republica Irlanda) disponivel no Laboratério de
Hematologia do HBH. Foram utilizados dois tipos de tromboplastina diferentes,
derivada de cérebro de coelho (Thromboplastin S; Biopool Internacional, Ventura,
EUA) e tromboplastina humana (Recombiplastin, Instrumentation Laboratory
Company, Lexington, EUA). O valor de referéncia da dosagem do FVII:C foi de 50%-
150%.

Métodos Moleculares

Extracdo DNA

Para lise e separacdo do pellet leucocitario foi utilizada a técnica baseada em
Bowen e Keeney (2003). Foram adicionados 500 uL de sangue venoso a 500 pL de
tampéo de lise celular (10 mM Tris-HCI pH 8.0; 11% w/v sucrose; 5 mM MgC,, 1%
v/v Triton X-100), misturados e submetidos a centrifugacdo por dois minutos a 2.000
rom. O sobrenadante foi descartado e, a seguir, 500 pL do mesmo tampéao foram
adicionados ao sedimento, repetindo-se o procedimento anterior. Posteriormente,
foram adicionados 300 puL de tampéao de lise nuclear (10 mM Tris-HCI, pH 8.0; 10
mM/L EDTA; 10 mM citrato de sédio; 1% w/v SDS). Apds homogeneizacao, foram
adicionados 120 uL NaCl 5 M (Sigma, St. Louis, EUA) e 500 pL de cloroférmio
(Sigma, St. Louis, EUA), seguido de centrifugacao por cinco minutos a 2.000 rpm. A
fase aquosa foi transferida para um novo tubo, sendo adicionados dois volumes de
etanol 100% (Sigma, St. Louis, EUA), homogeneizada e centrifugada por cinco
minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com
etanol 70%. Apods nova centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o tubo,
contendo o precipitado de DNA, foi deixado a temperatura ambiente para permitir
evaporacao do excesso de etanol. Depois de seco o DNA foi ressuspenso em agua
bidestilada e deixado por 24 horas a 4°C para dissolucédo. A concentracdo de DNA
foi estimada em comprimento de onda de 260 nm, utilizando o equipamento
Nanodrop (Thermo Fisher SCIENTIFIC, Wilmington, EUA). As amostras foram

armazenadas a -20° C, até analise.
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Amplificacdo do F7 pela técnica de reacdo de cadeia da polimerase

Os nove éxons do F7 foram amplificados usando nove pares de
oligonucleotideos (Alpha DNA, Quebec, Canada) (TAB. 1). Em geral, cada par de
nucleotideos (senso e antisenso) foi empregado para amplificar um dnico éxon,
excecoes feitas aos éxons 3 e 4, que devido a sua pequena extensdo foram
amplificados conjuntamente, e ao éxon 8, que devido a sua grande extensao foi
amplificado em dois fragmentos. A TAB. 1 apresenta os oligonucleotideos usados na
amplificacéo e sequenciamento do F7.

A amplificacdo do DNA gendmico dos nove éxons foi realizada utilizando o
termociclador Eppendorf (Mastercycler® Gradient, Hamburg, Alemanha). Foram
utilizados 200 ng de DNA, 20 pmoles de cada oligonucleotideo (senso e antisenso),
200 uM de cada dNTP (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) (Fermentas, Lituania, Uniao
Européia), 5,0 yuL de tampéo (Tris-HCI 100 mM, pH 8, 8; KCI 500 mM, 0,8% v/v)
(Fermentas, Lituania, Unido Européia), e 2,5 U de Taqg DNA Polimerase (Fermentas,
Lituania, Unido Européia), para um volume final de 50 pL de reacdo de amplificacéo.
A concentracdo de MgCl, (Fermentas, Lituania, Unido Européia) foi variada de 1.0 a
2.0 mM (TAB. 6). Para os éxons 1B e 2, foi utilizado tampdo de DMSO 10% (EMD
Biosciences, San Diego, EUA).

A TAB. 2 apresenta descricdo sobre as condicbes de amplificacdo dos

fragmentos de PCR e as concentracdes de MgCl, utilizadas.
Eletroforese em gel de agarose

Apds a amplificagdo, a presenca e o tamanho dos fragmentos amplificados
foram conferidos através de eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com
SYBR Safe DNA a 5% (Invitrogen, Oregon, EUA).

O gel foi imerso em tampé&o Tris-Acetato-EDTA 1X (TAE) (Tris - Base 40 mM,
Acido acético glacial 20 mM, EDTA 1mM), foram aplicadas 10 pL de cada amostra,
misturados com 2 pL de tampdo de corrida 5X (Loading Buffer) (50% glicerol,
0.125% azul de bromofenol, 0.125 xileno cianol, TE pH 8.0 g.s.p.) nas canaletas e a
corrida eletroforética foi realizada durante 90 minutos, 80 volts (V) e 150 amperes
(A). O gel foi visualizado sob luz UV e a imagem captada pelo sistema de imagem
cientifica EDAS 290 (KODAK, New Haven, EUA).

Purificacdo dos fragmentos amplificados
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A purificacdo dos produtos de PCR amplificados foi realizada por um unico
passo de precipitacdo usando solucdo de PEG (polietileno glicol) 8000, contendo
26,2% de PEG 8000, 6,6 mM de MgCl, e 0,6 M de acetato de sédio pH 5,2 segundo
protocolo estabelecido por ROSENTHAL et al. (1993) com modificacbes. Os
produtos de PCR foram adicionados a igual volume de solucdo de PEG,
cuidadosamente homogeneizados e incubados a temperatura ambiente por 10
minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 13000 rpm durante 25
minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente removido e os produtos de PCR
sedimentados foram lavados com etanol 100% (Merck, Darmstadt, Alemanha) e, em
seguida, etanol 85%. A seguir, 0 sobrenadante foi diluido em agua bidestilada e
deixado por 24 horas a 4° C para dissolucdo. Sua concentracéo foi estimada através
da mensuracao utilizando o Nanodrop (Thermo Fisher SCIENTIFIC, Wilmington,
EUA), em comprimento de onda de 260 nm. As amostras foram armazenadas a -20°

C, até analise.
Sequenciamento direto

O sequenciamento direto do DNA amplificado foi utilizado para identificar a
presenca de alteracdes genéticas associadas a deficiéncia hereditaria de FVII que,
em quase sua totalidade, s&o devidas a mutagdes pontuais.

Para o sequenciamento foram utilizados os mesmos oligonucleotideos usados
nas reacdes de amplificacéo listados na TAB. 1.

Para cada amplificacdo foram utilizados 0,3 pL do reagente BigDye®
Terminator v3. 1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, EUA), 10-20 ng
do produto de PCR purificado, 1,6 pmoles de oligonucleotideo (senso ou antisenso),
1,7 pL de tampéo (Applied Biosystems, Foster City, EUA), para um volume final de
10 yL de reacdo. Em seguida, as reacbes foram amplificadas em termociclador
(Mastercycler® Gradient, Hamburg, Alemanha) sob as seguintes condi¢des: ciclo
inicial de desnaturacéo de 96 °C por dois minutos, seguidos de 44 ciclos de 96 °C
por 30 segundos, 55 °C por 15 segundos e 60 °C por quatro minutos.

Os produtos finais foram purificados por precipitacdo com isopropanol (Casa
da Quimica Industria e Comércio, Diadema, Brasil). As etapas de precipitacao
incluiram inicialmente a adicdo de quatro volumes de isopropanol 65% em cada
amostra, seguida de incubacao das reacdes a temperatura ambiente por 15 minutos,

protegidas da luz. A seguir, as amostras foram centrifugadas a 3750 rpm por 55
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minutos e o sobrenadante descartado. Posteriormente, foram adicionados 10
volumes de etanol 70% (Isofar, Duque de Caxias, Brasil), seguido de centrifugacéo a
3750 rpm por 15 minutos e do descarte do sobrenadante. Os produtos purificados
foram incubados a 37 °C e protegidos da luz durante 30 minutos para a completa
eliminacdo do etanol. Em seguida, as reagfes foram eluidas em 10 pL de formamida
ultra-pura, pré-aquecidas a 95 °C por cinco minutos e entdo submetidas a
eletroforese por capilaridade, usando o sequenciador automatico 3130 Genetic

analizer (Applied Biosystem, Foster City, EUA).
Anadlise das sequéncias

Os eletroesferogramas foram analisados pelo programa DNA Baser (Pitesti,
Roménia) e as sequéncias dos pacientes foram comparadas com a sequéncia de
referéncia cDNA NM_000131.3 (Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000131.3>). A nomenclatura foi realizada

segundo orientacdes HGVS (Disponivel em: <http://www.hgvs.org/mutnomen/recs-

DNA.html>), tendo como base que mutacdes se referem a diferencas na sequéncia
do DNA de um individuo que séo raras. Os polimorfismos sdo diferencas na
sequéncia do DNA que sdo encontradas em varios individuos, em uma determinada

frequéncia (geralmente em mais de 1% da populacgéo).

Resultados
Pacientes

Dos 31 pacientes, 18 pacientes (58%) eram do sexo feminino e 13 pacientes
(42%) eram do sexo masculino (TAB. 3). Com relacdo a faixa etaria, quatro
pacientes (13%) tinham menos de 10 anos, 13 pacientes (42%) tinham entre 11-40
anos e 14 pacientes (45%) tinham mais de 41 anos (TAB. 3). A TAB. 3 mostra os

dados demogréficos, clinicos e laboratoriais dos pacientes avaliados.

Manifestacdes clinicas

De acordo com as manifestacdes clinicas (TAB. 3), os 31 pacientes foram
classificados em trés grupos clinicos distintos: (i) grupo 1, que compreendeu 0s
pacientes assintomaticos (n = 17, 55%), sem historia de sangramento; (ii) grupo 2,

pacientes com sangramento de intensidade leve a moderada (n = 10, 32%) que


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000131.3
http://www.hgvs.org/mutnomen/recs-DNA.html
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apresentaram sangramento de mucosas, tails como menorragia, epistaxe,
gengivorragia e sangramento pos-trauma ou pos-cirargico (extracdo dentaria); e (iii)
grupo 3, pacientes com sangramento grave (n = 4, 13%), caracterizado por historia
de hemartroses, hematomas musculares, sangramento no coto umbilical,
hemorragias no sistema nervoso central e trato gastrointestinal.

Com relacdo ao motivo da primeira consulta, 48% dos pacientes foram
encaminhados devido a resultado alterado no exame pré-operatoério, 14% devido a

alteracdo em exame de rotina e 38% devido a histéria de sangramento.

Dosagem da atividade de FVII:C

A dosagem de FVII:C foi realizada em 30 dos 31 pacientes, excecao feita ao
paciente 28 (GRAFICO 1 e TAB. 3). Os resultados mostraram que houve
similaridade nos resultados da dosagem de FVII:C, utilizando tromboplastina de
cérebro de coelho (T.C.C.) e tromboplastina humana (T.H.), com excecdo dos
pacientes 8, 9, 18, 19 e 20 (GRAFICO 1).

De acordo com as dosagens de FVII:C, utilizando tromboplastina humana, os
pacientes foram agrupados em dois diferentes grupos, a saber: (i) pacientes que
apresentaram deficiéncia grave ou dosagens de FVII:C inferior a 2% (n = 2; 6%) e (ii)
pacientes que apresentaram deficiéncia leve a moderada, ou seja, que obtiveram
dosagem de FVII.C entre 2% e 49% (n = 23; 74%).

Analise do gene do FVII

A andlise molecular foi realizada em 31 pacientes, pertencentes a 23 familias
nao relacionadas. Foram identificadas 13 variantes génicas, das quais seis (46%)
sdo variantes génicas ja publicadas em banco de dados de dominio publico (TAB. 4)
e sete (54%) séo novas (TAB. 5).

Dentre as variantes génicas ja publicadas, foram identificadas as mutacdes
sentido trocado (i) Arg304GIn em homozigose (paciente 3); e (ii) Thr324Met também
em homozigose (paciente 20). Além dessas, foram encontrados os polimorfismos (i)
c.-323 -313iInsCCTATATCCT em 16 pacientes, estando cinco em estado de
homozigose (pacientes 01, 11, 13, 22 e 28) e 11 em heterozigose (pacientes 05, 06,
07, 10, 12, 16, 19, 23, 26, 30 e 31); (ii) polimorfismo sinbnimo Glu95GIlu em
heterozigose em 21 pacientes (pacientes 02, 03, 04, 07, 08, 09, 10, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 24, 25, 26, 27, 28, 29 e 31); (iii) polimorfismo sinbnimo His175His em

homozigose em um paciente (paciente 22) e em heterozigose em seis pacientes
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(pacientes 06, 07, 10, 11, 15 e 29); e (iv) polimorfismo n&o sinbnimo Arg353GIn em
homozigose em dois pacientes (pacientes 03 e 22) (TAB. 4).

Dentre as variantes génicas ndo publicadas foram identificadas: (i) variante
génica Arg43Lys em heterozigose em 17 pacientes (pacientes 01, 03, 05, 08, 09, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 18, 19, 25, 26, 30 e 31); (ii) polimorfismo sinbnimo Phe84Phe em
heterozigose em um paciente (paciente 31); (iii) polimorfismo sinbnimo GIn116GIn
em heterozigose em 27 pacientes (pacientes 01, 05, 06, 07, 08, 09, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 e 31); (iv) polimorfismo
sindbnimo Argl39Arg em heterozigose em dois pacientes (pacientes 28 e 29); (v)
polimorfismo sinénimo Glul142Glu em heterozigose em 20 pacientes (pacientes 01,
05, 06, 07, 08, 09, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 23, 24, 25, 26, 30 e 31); (vi) delecdo
c.745_747delGTG em heterozigose em um paciente (19); e (vi)) polimorfismo
sindnimo GIn281GIn em heterozigose em trés pacientes (8, 9 e 10) (TAB.5).

A TAB. 6 mostra todas as alteragdes genéticas encontradas em F7 em cada

um dos 31 pacientes estudados.

Relacdo fenétipo — gendtipo

Dentre os pacientes com deficiéncia leve a moderada (FVII:C 2% — 49%), 15
eram assintomaticos (pacientes 4, 7, 8, 14, 16, 18, 20, 22, 23, 25, 26, 27, 29, 30 e
31), oito pacientes apresentavam manifestacéo leve (pacientes 2, 6, 9, 10, 11, 17, 21
e 28) e um paciente apresentava manifestacdo grave (paciente 5). Para completar
os 31 pacientes, cinco pacientes (12, 13, 15, 19 e 24) apresentavam FVII:C > 49% e
em um paciente (paciente 28) ndo foi dosada a FVII:.C. Dentre os pacientes com
deficiéncia leve a moderada foram identificadas duas mutacdes sentido trocado em
homozigose, Arg304GIn (paciente 8) e Thr324Met (paciente 20) e 10 variantes
génicas: c.-323_-313insCCTATATCCT em homozigose em cinco pacientes (01, 11,
13, 22 e 28) e em heterozigose em nove pacientes (5, 6, 7, 10, 16, 23, 26, 30 e 31),
polimorfismo sinénimo Glu95GIlu em heterozigose em 16 pacientes (2, 4, 7, 8, 9, 10,
14, 16, 17, 18, 25, 26, 27, 28, 29 e 31), polimorfismo sinénimo His175His em
homozigose em um paciente (22) e em heterozigose em cinco pacientes (6, 7, 10,
11 e 29) e polimorfismo nao sinbnimo Arg353GIn em heterozigose em um paciente
(paciente 22), todos esses jA publicados. Nesses pacientes encontramos uma

variante génica Arg43Lys em heterozigose em 11 pacientes (5, 8, 9, 10, 11, 14, 18,
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25, 26, 30 e 31); polimorfismo sinbnimo Phe84Phe em heterozigose em um paciente
(31); polimorfismo sinbnimo GIn116GIn em homozigose em 21 pacientes (5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 14, 16, 17, 18, 21, 22, 23, 25, 26, 27, 28, 29, 30 e 31); polimorfismo
sindbnimo Glu142Glu em heterozigose em 14 pacientes (5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 17, 14
16, 25, 26, 30 e 31); polimorfismo sinbnimo GIn281GIn em heterozigose em trés
pacientes (8, 9 e 10) e polimorfismo sinénimo Arg1l39Arg em heterozigose em um
paciente (29) (TAB. 7).

Dos dois pacientes com deficiéncia grave (pacientes 1 e 3 ; FVII:C < 2%), o
paciente 1 era assintomatico e o0 paciente 3 apresentava manifestacdes de
deficiéncia moderada (epistaxes frequentes, gengivorragia e sangramento
aumentado poés-trauma). Os pacientes 1 e 3 sdo aparentados. No paciente 1 foram
identificados trés polimorfismos e uma variante génica, sendo o c.-323_-
313insCCTATATCCT em homozigose (sabidamente associado a uma reducao de
aproximadamente 50% nos niveis de FVII:C); uma variante génica Arg43Lys em
heterozigose; e dois polimorfismos sinbnimos GInl16GIn e Glul42Glu em
heterozigose. No paciente 3 foram identificados uma variante génica Arg43Lys em
heterozigose e dois polimorfismos, sendo Arg353GIn n&o sinbnimo em homozigose

e Glu95Glu sinbnimo em heterozigose (TAB. 8).

Discussao

O presente estudo avaliou 26 pacientes que apresentavam FVII:C inferior a
50%, quatro pacientes (12, 15, 19 e 24) apresentavam FVII:C discretamente superior
a 50% (os quais foram incluidos por apresentarem manifestacdo hemorragica) e um
paciente (28) que nao foi dosada a FVII:C. Foram encontradas 13 variantes génicas
conhecidas e novas, caracterizadas por polimorfismos sinbnimos e n&o sinénimos e
mutacoes.

A mutacdo Arg304GIn, também conhecida como FVII Padua foi encontrada,
neste estudo, no paciente 8, em homozigose. Essa mutagdo j4 foi descrita em
pacientes de varias origens e nacionalidades (FROMOVICH-AMIT et al., 2004;
O'BRIEN et al.,, 1991; PEYVANDI et al.,, 2000), dentre as quais ltalia, Inglaterra,
Brasil e Asia (POLLAK et al., 2006; RODRIGUES et al., 2003; TUDDENHAM et al.,
1995). Embora assintomatico, esse paciente apresentou uma dosagem de FVII.C
bastante discrepante, quando o teste foi realizado com tromboplastina de cérebro de

coelho (3%), em comparacdo com a tromboplastina humana (40%). Esse resultado
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estd em concordancia com varios relatos da literatura, que identificaram uma grande
discrepancia na dosagem de FVII:C, utilizando as tromboplastinas descritas em
pacientes com essa mutacdo (FROMOVICH-AMIT et al., 2004; MARCHETTI et al.,
1992; McVEY et al., 2001; O'BRIEN et al., 1991; PEYVANDI et al., 2000; POLLAK et
al., 2006; RODRIGUES et al., 2003; TUDDENHAM et al., 1995). Esta discrepancia
subestima os niveis de FVII.C quando utiliza tromboplastina de cérebro de coelho
(FROMOVICH-AMIT et al.,, 2004; McVEY et al., 2001; O'BRIEN et al.,, 1991). A
explicacdo para esse fendbmeno refere-se ao fato de que a troca do aminoéacido
arginina por glutamina na posi¢ao 304 prejudica a formacdo do complexo FT-FVlla
e, por conseguinte, a ativagao dos fatores 1X e X (FROMOVICH-AMIT et al., 2004;
O'BRIEN et al.,, 1991). Acredita-se que isso esteja relacionado com a reducdo da
funcao catalitica, devido a remocao de carga positiva desse residuo (MARCHETTI et
al., 1992). Rodrigues et al. (2003) estudaram pacientes com deficiéncia de FVII em
uma populacédo de Campinas, sudeste do Brasil, e relatou a presenca do FVII Padua
em 50% da populacdo estudada (n = 6; trés pacientes com a mutacdo). No presente
estudo, essa mutacao foi encontrada somente em um paciente (3,2%). Os motivos
para tal discrepancia podem se dever ao pequeno nimero de casos estudados por
Rodrigues et al., assim como a presenca de uma maior propor¢cao de pacientes de
origem italiana na regido de Campinas, em comparacdo com a regido de Belo
Horizonte.

A mutagdo sentido trocado Thr324Met foi encontrada no paciente 20 em
homozigose. Embora assintomatico, a dosagem de FVII:C nesse paciente foi
bastante reduzida com tromboplastina de cérebro de coelho (6%), quando
comparada com a tromboplastina humana (29%), assemelhando-se, assim, ao
fendmeno descrito para o FVII Padua. Essa mutacao foi identificada em dois estudos
anteriores (HERRMANN et al., 2009; MOTA et al., 2009). No estudo de Herrmann et
al. (2009), ndo hd mencéo a resultado de dosagem de FVII:C. No estudo de Mota et
al. (2009), esta mutacdo foi encontrada em dois pacientes, um deles também
assintomatico e o outro com sangramento leve, cuja dosagem de FVII:C revelou
niveis de 13% e 4%, respectivamente. Entretanto, os autores ndo mencionaram o
tipo de tromboplastina utilizado. Até onde temos conhecimento, ndo houve nenhum
relato na literatura sobre a ocorréncia deste fenbmeno com outra variante génica no
F7, além do FVII Padua. De fato, ambas as mutacdes estdo localizadas no éxon 8,

gue codifica 0 dominio catalitico do FVII. Assim, tal como o FVII Padua, essa
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mutacdo pode estar relacionada a uma reduzida ativacdo do complexo FT-FVlla.
Entretanto, os pacientes 18 e 19 apresentaram o mesmo fenédmeno (de dosagem de
FVII:C discrepante conforme a tromboplastina de coelho ou recombinante), mas néao
possuem a alteracdo Thr324Met. Assim, ndo podemos concluir que esta alteragao
seja responsavel pelo fenbmeno descrito.

Polimorfismos no F7 influenciam a atividade plasmatica do FVII, embora haja
uma diferenca consideravel em relacdo a extensdo da sua influéncia sobre o
fendtipo (SHANKER et al., 2009). Os polimorfismos mais conhecidos no F7 séo a
Arg353GIn e a insercdo do decanucleotideo na posicdo -323 (c.-323_-
313insCCTATATCCT). Ambos os polimorfismos estdo relacionados a diminuicdo
dos niveis de FVII:C (GIANSILY-BLAIZOT et al.,, 2002; McVEY et al., 2001),
sugerindo que o nivel de FVII:C no plasma seja, em grande extensédo, determinado
por influéncias genéticas. Entretanto, € ainda provavel que alguns desses
polimorfismos estejam em desequilibrio de ligagdo com outros polimorfismos ou
mutacdes no F7 (VAN T HOOFT et al., 1999).

Individuos heterozigotos para Arg353GIn tém uma reducdo de
aproximadamente 20%-25% dos niveis de FVII:C, enquanto individuos homozigotos
tém uma reducdo de cerca de 50% (MOTA et al., 2009). No nosso estudo,
Arg353GIn foi encontrado, em homozigose, em dois pacientes relacionados
(pacientes 03 e 22), sendo que 0 paciente 22 era assintomatico, enquanto o
paciente 03 apresentou manifestacdes hemorragicas moderadas, tais como epistaxe
e gengivorragia. A dosagem de FVII:C com tromboplastina humana do paciente 03
foi 1,4% e do paciente 22 foi de 5%. Esses niveis sdo bastante inferiores aos
relatados por Mota et al. (2009). E possivel que, assim como outros polimorfismos, a
Arg353GIn possa estar em desequilibrio de ligacdo com outra mutacdo deletéria
ainda ndo encontrada nesses pacientes. Ainda, no paciente 03 foi também
encontrada a variante génica Arg43Lys e no paciente 22 o polimorfismo c.-323 -
313insCCTATATCCT em homozigose, que sabidamente cursa com niveis reduzidos
de FVII:C (McVEY et al., 2001; MTIRAOUI et al., 2005; POLLAK et al., 1996).

O polimorfismo ¢.-323 -313insCCTATATCCT foi encontrado em 16 pacientes
(52%) deste estudo, dos quais cinco em homozigose e 11 em heterozigose. Os
pacientes 01 e 22, que sao aparentados, apresentaram o polimorfismo em
homozigose e tiveram o nivel de FVII:C bastante reduzido, 2% e 5%,

respectivamente. Entretanto, dois outros pacientes (pacientes 11 e 13)
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apresentaram niveis altos de FVII:C, 45% e 49%, respectivamente. Isto sugere que
esse polimorfismo, ainda que em homozigose, ndo explica os baixos niveis de
FVII:C presente nos pacientes 01 e 22. E possivel que esse, tal como outros
polimorfismos, esteja em desequilibrio de ligagdo com outras mutacdes deletérias.
Esse resultado corrobora as informacdes de literatura de que esse polimorfismo
interfere na atividade promotora do gene, determinando niveis reduzidos de FVII:C (
DI CASTELNUOVO et al.,, 2000; MTIRAOUI et al., 2005). J&4 nos pacientes que
apresentaram o polimorfismo c.-323_-313insCCTATATCCT em heterozigose, 0s
niveis de FVII:C foram sempre superiores a 20%.

Dentre as variantes génicas nao publicadas, 17 pacientes (55%)
apresentaram a variante génica Arg43Lys; um paciente apresentou o polimorfismo
sindbnimo Phe84Phe em heterozigose; 27 pacientes apresentaram o polimorfismo
sindbnimo GIn116GIn em heterozigose; dois pacientes apresentaram o polimorfismo
sindbnimo Arg139Arg em heterozigose; 20 pacientes apresentaram o polimorfismo
sinbnimo  Glul42Glu em heterozigose; um paciente apresentou a delecéo
c.745_747delGTG em heterozigose; e trés pacientes apresentaram o polimorfismo
GIn281GIn em heterozigose.

Tal como descrito em varios outros estudos (BERNARDI, et al.,, 2004;
GIANSILY-BLAIZOT, 2004; MARIANI; BERNARDI, 2009), o presente estudo nao
demonstrou associacao clara entre fenotipo e genotipo. As explicacbes para tal
ocorréncia na deficiéncia de FVII ndo sdo claras, mas podem envolver a participacao
de outros fatores genéticos e ambientais capazes de modular a expressao clinica da
deficiéncia (BERNARDI, et al., 2004).

Algumas particularidades deste estudo merecem comentarios. Primeiramente,
a técnica de Southern blotting ndo foi realizada para identificacdo de grandes
defeitos genéticos. Assim, ndo se pode afastar a ocorréncia desses defeitos na
populagao estudada. Entretanto, o] banco de dados HGMD

(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=F7; Gltimo acesso em 03 de setembro

de 2010) lista somente seis grandes defeitos genéticos, 0s quais Sao eventos raros
na deficiéncia de FVII. Ainda, 77% da nossa populacao de estudo foi constituida por
pacientes que apresentaram valores de FVII.C superiores a 20%, sugerindo baixa
probabilidade de ocorréncia de grandes alteracdes genéticas. Por fim, uma vez que
nao foi realizada a dosagem do antigeno do FVII, ndo foi possivel classificar os

pacientes quanto a deficiéncia, se do tipo | ou Il


http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=F7
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Concluindo, este estudo avaliou, a nivel molecular, uma coorte de 31
pacientes registrados em um anico centro com deficiéncia de FVII. Foram
observados polimorfismos ou mutagcdes em homozigose na maioria dos pacientes
com deficiéncia de FVII moderada a leve. Nao houve associacdo entre fendétipo e
gendtipo nos pacientes estudados. Este € o primeiro estudo brasileiro que se presta

a estudar, a nivel molecular, uma coorte de pacientes com deficiéncia de FVII.
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Tabelas e Gréaficos

Tabela 1 - Oligonucleotideos usados para amplificacdo e seqlienciamento do F7

Exon  Sequéncia Posicédo Tamanho
q Seq. Ref. NT_027140.6  (Pb)
CTGGCCTGGTCTGGAGGCTC 1255708 a 1255727
s 1256273 a 1256293 o286
CGGGCTGGCTCCTGGATTTGC
CAGTGCCTGGGATGTGGCTGC 1257091 a 1257110
1B 1257295 a 1257315 225
GCTGGCTCTTTGCCATGGGAG
, CGGTCTCCGAGGCACTGGGC 1260949 a 1260968 257
CACGCGGCCTGGTTCACCGC 2NN N
CAGTTCATGGTGTGTCCAGTGC 1263990 a 1264011
3-4 1264356 a 1264375 386
CACCAGGTTGTTGCACCCTGC
ATCCACGCCTTGTCCTTTGGATCA 1265795 a 1265818
5 1266131 a 1266154 560
TGTCATCTGGGACTGGGACATGAA
. GCCTCAAGGCCTCTCAGAGG 1266986 a 1267005 254
CAGAGCTGTTGTTCACATTC 1267250 a 1267269
, GCAATGCCAGAGGTTCCTTG 1267697 a 1267716 500
GTCTGTCTGTCTGTGGAAGTG CAGEILTE Bl LAY
CTGCAGACCTAGAAATGGCC 1268638 a 1268657
8A 1268993 a 1269013 376
CACGTTGAGGACCATGAGCTC
o CGCTTCTCATTGGTCAGCGGC 1268936 a 1268956 456
1269370 a 1269391

GATTTGGTGCCAGGACAGTTCG

Abreviagdo: Seq., sequéncia; Ref., referéncia; pb, pares de base
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Tabela 2 - Condi¢cdes usadas para amplificacdo dos fragmentos de F7 e concentracéo de

MgCl.

Temperatura de
Anelamento/Tempo

Temperatura de
Extensdo/Tempo

Exon Mg Cl, (mM)
1A 2.0
1B 1.0
2 2.0
3-4 2.0
5 2.0
6 2.0
7 2.0
8A 15
8B 2.0

69,9 °C/30 segundos
60 °C/30 segundos
69,9 “C/30 segundos
60 °C/45 segundos
68,1 “C/30 segundos
57,8 °C/30 segundos
68,1 “C/30 segundos
70 °C/30 segundos
69,9 °C/30 segundos

72 °C/30 segundos
72 °C/30 segundos
72 °C/30 segundos
72 °C/1 minuto

72 °C/30 segundos
72 °C/30 segundos
72 °C/30 segundos
72 °C/30 segundos
72 °C/30 segundos

A temperatura de desnaturagéo foi de 94°C por 30 segundos para todos os fragmentos.
Um total de 35 ciclos foi realizado para cada amplificag&o.
Abreviagdes: MgCl,, cloreto de magnésio
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Tabela 3 - Dados demograficos, clinicos e laboratoriais dos pacientes com deficiéncia de FVII

FVII:C(%) FVII:C (%) Manifestacéo

i * 0/s\*
Pacientes  Sexo/ldade  TP(s) TP(%) T.C.C. T.H. Hemorragica / Outras Caracteristicas Parentesco
M/42 21 33 7,75 1,95 Assintomatico; HIV+, Sifilis +. Irmé&o pacientes 3 e 22.
2 FI57 17 55 25,41 15,94 Epistaxe frequentes; pré-operatorio.
Epistaxes frequentes, gengivorragia, sangramento aumentado i
3 M/47 21 33 6,78 14 i : Irmé&o pacientes 1 e 22.
pos-trauma nariz.
4 M/69 17 64 36,2 32,7 Assintomatico; pré-operatério.
Sangramento grave no coto-umbilical, sangramento aumentado )
5 M/13 17 61 41,18 44,79 5 . 5 . Irm&o paciente 6.
pés-trauma, epistaxes freqlientes; pré-operatorio.
M/15 17 57 47,59 47,66 Equimoses. Irm&o paciente 5.
7 F/40 - 60 23,76 23,91 Assintomatico; exame rotina.
88 F/73 37 23 3,32 40,03 Assintomatico. Irmé&o paciente 9.
98§ F/68 40 18 3,17 29,94 Metrorragia. Irm& paciente 8.
10 M/37 17 61 39,98 47,06 Epistaxe; pré-operatério desvio septo nasal. Pai paciente 15.
11 M/26 15 50 39,03 454 Epistaxes frequentes, gengivorragia; exame rotina.
Epistaxes frequentes, enterorragias, gengivorragia,
12 F/12 14 72 62,9 50,77 ] )
metrorragia, equimose.
13 F/10 15 73 53,12 49,53 Sangramento grave coto-umbilical, equimose.
14 F/54 17 52 19,8 34,76 Assintomatico; exame pré-operatério.
15 M/8 16 61 55,15 51,96 Assintomatico; pré-operatorio adenoidectomia. Filho paciente 10.
16 M/65 15 62 34,04 47,16 Assintomatico; doenca arterial coronariana.
Sangramento apds uso AAS, gengivorragia; exame pré-
17 M/8 16 70 42,87 40,63

operatério.
188 F/60 25 32 3,46 21,66 Assintomatico.
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Sexo/

FVII:C (%)

FVII:C (%)

Manifestacao

. * 0/AY*
Pacientes |j5qe TP(s) TP(%) T.C.C T.H. Hemorragica / Outras Caracteristicas Parentesco
Sangramento grave poés-cirargico, epistaxe, equimose,
198 F/45 20 44 15,06 54,06 i ) ;
gengivoragia; exame rotina
208 F/49 23 41 6,39 29,47 Assintomatico.
Sangramento grave pds drenagem abscesso e pds extragcao
21 F/42 17 51 29,93 33,1 . ; ) ; ;
dentéria, menorragia, metrorragia, gengivorragia.
22 M/58 20 33 10,98 5,43 Assintomatico; pré-operatorio,hernioplastia. Irm&o pacientes 1 e 3.
23 F/21 14 62 35,63 37,74 Assintomatico.
24 F/17 15 73 53,41 54,31 Epistaxe, equimoses freqlientes, metrorragia, gengivorragia.
_ _ Irma paciente 26; filha
25 F/13 20 44 21,4 19,17 Assintomatico. )
paciente 27.
] » i . . ) Irm& paciente 25; filha
26 F/11 Si 56 29,06 24,15 Assintomatico; pré- operatério amigdalectomia. ]
paciente 27.
27 F/36 18 57 29,93 21,99 Assintomatico. Mé&e pacientes 25 e 26.
28 M/15 14 65 ND ND Epistaxes frequentes.
29 F/6 24 32 6,42 2,08 Assintomatico; pré- operatdrio adenoidectomia.
30 F/45 18 53 52,98 45,72 Assintomatico.
31 M/21 Sl SI 34,96 37,62 Assintomatico.
Legenda:

Refere-se a média de duas ou mais dosagens; os pacientes: 11, 14, 17, 19, 25, 27 e 29 tiveram somente uma dosagem.
§ pacientes que apresentaram grande varia¢do entre as duas dosagens de FVII usando diferentes tromboplastinas
Abreviag@es: ND, Nao Dosado; TCC, Tromboplastina Cérebro de Coelho; TH, Tromboplastina Humana; FVII:C, atividade de FVII; s, segundos; F, feminino; M, masculino; SI, Sem

informacéo.
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Tabela 4 — Variantes génicas encontradas neste estudo publicadas em banco de dados**

Numero de Trocade

pacientes* aminoécido Variante génica Comentario

1 Arg304GIn c.1142G>A Mutacéo sentido trocado homo.

1 Thr324Met €.1202C>T Mutacgdo sentido trocado homo.

16 N/A €.-323_-313insCCTATATCCT Polimorfismo homo. / Polimorfismo heter.
21 Glu95Glu €.336G>A Polimorfismo sinbnimo heter.

7 His175His c.576C>T Polimorfismo sinénimo homo. / heter.

2 Arg353GIn €.1289G>A Polimorfismo n&o sinénimo homo.

* Namero de pacientes nos quais a referida variante génica foi identificada.

**\ariantes génicas descritas nos bancos de dados: ENSEMBL

(http://www.ensembl.org/Homo sapiens/Transcript/ProtVariations?db=core;g=ENSG00000057593;r=13:11376010
5-113774995;t=ENST00000375581) e HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=F7).

Abreviag@es: Heter.,heterozigose; Homo., Homozigose

Tabela 5 — Variantes génicas novas encontradas neste estudo e ndo publicadas em banco de

dados**
ggé?:;?egf ;:T%%%gceido Variante génica Comentério

17 Arg43Lys c.179G>A Variante génica heter.

1 Phe84Phe €.303C>T Polimorfismo sinénimo heter.
27 GIn116GIn €.399G>A Polimorfismo sinénimo heter.
2 Arg139Arg C.468G>A Polimorfismo sinénimo heter.
20 Glu142Glu C.477G>A Polimorfismo sinénimo heter.
1 N/A C.745_747delGTG Delecéo heter.

3 GIn281GIn C.894G>A Polimorfismo sinénimo heter

*Numero de pacientes nos quais a referida variante génica foi identificada.

**\ariantes génicas descritas nos bancos de dados: ENSEMBL
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProtVariations?db=core;g=ENSG00000057593;r=13:
113760105-113774995;t=ENST00000375581) e HGMD
(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=F7).

Abreviag@es: Heter.,heterozigose; Homo., Homozigose.



http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProtVariations?db=core;g=ENSG00000057593;r=13:113760105-113774995;t=ENST00000375581
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProtVariations?db=core;g=ENSG00000057593;r=13:113760105-113774995;t=ENST00000375581
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=F7
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProtVariations?db=core;g=ENSG00000057593;r=13:113760105-113774995;t=ENST00000375581
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProtVariations?db=core;g=ENSG00000057593;r=13:113760105-113774995;t=ENST00000375581
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=F7

Tabela 6 - Variantes génicas encontradas no gene do FVIl de 31 pacientes com FVII:.C
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. Troca Troca Nomenclatura da i ] .
Pacientes ) ) _ Exon Dominio Comentarios
nucleotideo aminoéacido variante
01 N/A* N/A c.-323_-313insCCTATATCCT  N/A Reg. Promotora Polimorfismo homo.
G>A Arg43Lys c.179G>A 1B Seq. Pré-pro-lider Variante génica heter.
G>A GIn116GIn c.399G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinbnimo heter.
G>A Glu142Glu Cc.477G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinénimo heter.
G>A* Arg353GIn €.1289G>A 8 Catalitico Polimorfismo néo sinénimo homo.
02 G>A* Glu95Glu c.336G>A 2 GLA Polimorfismo sinbnimo heter.
03 G>A Arg43Lys C.179G>A 1B Seq. Pré-pro-lider Variante génica heter.
G>A* Glu95Glu c.336G>A 2 GLA Polimorfismo sinénimo heter.
G>A* Arg353GIn €.1289G>A 8 Catalitico Polimorfismo nao sinénimo homo.
04 G>A* Glu95Glu c.336G>A 2 GLA Polimorfismo sinénimo heter.
05 N/A* N/A c.-323_-313insCCTATATCCT N/A Reg. Promotora Polimorfismo heter.
G>A Arg43Lys c.179G>A 1B Seq. Pré-pro-lider Variante génica heter.
G>A GIn116GIn c.399G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinbnimo heter.
G>A Glu142Glu c.477G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinénimo heter.
06 N/A* N/A c.-323_ -313insCCTATATCCT N/A Reg. Promotora Polimorfismo heter.
G>A GIn116GlIn C.399G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinénimo heter.
G>A Glul142Glu Cc.477G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinénimo heter.
C>T* His175His c.576C>T 5 EGF 2 Polimorfismo sinbnimo heter.
07 N/A* N/A c.-323_-313insCCTATATCCT N/A Reg. Promotora Polimorfismo heter.
G>A* Glu95Glu c.336G>A 2 EGF 1 Polimorfismo sinénimo heter.
G>A GIn116GIn c.399G>A 4 GLA Polimorfismo sinbnimo heter.
G>A Glu142Glu Cc.477G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinénimo heter.
C>T* His175His c.576C>T 5 EGF 2 Polimorfismo sinénimo heter.
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. Troca Troca Nomenclatura da 3 ] .
Pacientes Exon  Dominio Comentarios
nucleotideo aminoacido variante
08 G>A Arg43Lys c.179G>A 1B Seq. Pré-pro-lider Variante génica heter.
G>A* Glu95Glu €.336G>A 2 GLA Polimorfismo sinénimo heter.
G>A GIn116GIn c.399G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinbnimo heter.
G>A Glu142Glu c.477G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinénimo heter
G>A GIn281GIn Cc.894G>A 8 Catalitico Polimorfismo sinbnimo heter.
G>A* Arg304GIn c.1142G>A 8 Catalitico Mutacéo sentido trocado homo.
09 G>A Arg43Lys C.179G>A 1B Seq. Pré-pro-lider Variante génica heter.
G>A* Glu95Glu €.336G>A 2 GLA Polimorfismo sinénimo heter.
G>A GIn116GIn c.399G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinbnimo heter.
G>A Glul142Glu c.477G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinénimo heter.
G>A GIn281GIn c.894G>A 8 Catalitico Polimorfismo sinbnimo heter.
10 N/A* N/A c.-323_-313insCCTATATCCT  N/A Reg. Promotora Polimorfismo heter.
G>A Arg43Lys c.179G>A 1B Seq. Pré-pro-lider Variante génica heter.
G>A* Glu95Glu c.336G>A 2 GLA Polimorfismo sinénimo heter.
G>A GIn116GlIn c.399G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinénimo heter.
G>A Glu142Glu c.477G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinénimo heter.
C>T* His175His c.576C>T 5 EGF 2 Polimorfismo sinbnimo heter.
G>A GIn281GIn c.894G>A 8 Catalitico Polimorfismo sinénimo heter.
11 N/A* N/A c.-323_-313insCCTATATCCT N/A Reg. Promotora Polimorfismo homo.
G>A Arg43Lys C.179G>A 1B Seq. Pré-pro-lider Variante génica heter.
G>A GIn116GIn c.399G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinénimo heter.
G>A Glu142Glu c.477G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinénimo heter.
C>T* His175His c.576C>T 5 EGF 2 Polimorfismo sinbnimo heter.
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. Troca Troca Nomenclatura da . ] .
Pacientes Exon Dominio Comentérios
nucleotideo aminoéacido variante
12 N/A* N/A €.-323_ -313insCCTATATCCT  N/A Reg. Promotora Polimorfismo heter.
G>A Arg43Lys C.179G>A 1B Seq. Pré-pro-lider  Variante génica heter.
G>A* Glu95Glu €.336G>A 2 GLA Polimorfismo sindnimo heter
G>A GIn116GIn €.399G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinénimo heter.
G>A Glu142Glu C.477G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinénimo heter.
13 N/A* N/A €.-323_-313insCCTATATCCT  N/A Reg. Promotora Polimorfismo homo.
G>A Arg43Lys C.179G>A 1B Seq. Pré-pro-lider ~ Variante génica heter.
G>A* GIu95Glu .336G>A 2 GLA Polimorfismo sindnimo heter.
G>A GIn116GIn C.399G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sindnimo heter.
G>A Glul42Glu C.A77G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sindnimo heter.
14 G>A Arg43Lys c.179G>A 1B Seq. Pré-pro-lider Variante génica heter.
G>A* Glu9sGlu €.336G>A 2 GLA Polimorfismo sinénimo heter.
G>A GIn116GlIn c.399G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinénimo heter.
G>A Glu142Glu Cc.477G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinénimo heter.
15 G>A Arg43Lys C.179G>A 1B Seq. Pré-pro-lider Variante génica heter.
G>A* GIlu95Glu c.336G>A 2 GLA Polimorfismo sinbnimo heter.
G>A GIn116GlIn €.399G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinénimo heter.
G>A Glul142Glu Cc.477G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinbnimo heter.
C>T* His175His c.576C>T 5 EGF 2 Polimorfismo sinénimo heter.
16 N/A* N/A C.-323_ -313insCCTATATCCT  N/A Reg. Promotora Polimorfismo heter.
G>A* Glu9sGlu €.336G>A 2 GLA Polimorfismo sinénimo heter
G>A GIn116GIn €.399G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinénimo heter.
G>A Glul42Glu C.A4771G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sindnimo heter.
17 G>A* Glu9sGlu €.336G>A 2 GLA Polimorfismo sinénimo heter.
G>A GIn116GIn €.399G>A 4 EGF1 Polimorfismo sinbnimo heter.
G>A Glu142Glu c.477G>A 4 EGF1 Polimorfismo sinénimo heter.
18 G>A Arg43Lys c.179G>A 1B Seq. Pré-pro-lider Variante génica heter.
G>A* Glu9sGlu €.336G>A 2 GLA Polimorfismo sinénimo heter.
G>A GIn116GlIn c.399G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinbnimo heter.
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. Troca Troca Nomenclatura da . . .
Pacientes . . ) Exon Dominio Comentarios
nucleotideo aminoacido variante
19 N/A* N/A c.-323_-313insCCTATATCCT N/A Reg. Promotora Polimorfismo heter.
G>A Arg43Lys c.179G>A 1B Seq. Pré-pro-lider Variante génica heter.
G>A GIn116GIn €.399G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinénimo heter.
N/A N/A C.745_747delGTG 7 Ativacao Delecao heter.
20 C>T* Thr324Met €.1202C>T 8 Catalitico Mutacéo sentido trocado homo.
21 G>A GIn116GIn €.399G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinénimo heter.
22 N/A* N/A c.-323_-313insCCTATATCCT N/A Reg. Promotora Polimorfismo homo.
G>A GIn116GIn €.399G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinénimo heter.
C>T* His175His c.576C>T 5 EGF 2 Polimorfismo sin6nimo homo.
G>A* Arg353GIn €.1289G>A 8 Catalitico Polimorfismo n&o sinénimo homo.
23 N/A* N/A c.-323_-313insCCTATATCCT N/A Reg. Promotora Polimorfismo heter.
G>A GIn116GIn €.399G>A 4 €.399G>A Polimorfismo sinénimo heter.
G>A Glul42Glu C.477G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sindonimo heter.
24 G>A* Glu95Glu €.336G>A 2 GLA Polimorfismo sindnimo heter.
G>A GIn116GIn €.399G>A 4 €.399G>A Polimorfismo sinénimo heter.
G>A Glul42Glu C.A7T7G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sindnimo heter.
25 G>A Arg43Lys c.179G>A 1B Seq. Pré-pro-lider Variante génica heter.
G>A* Glu95Glu €.336G>A 2 GLA Polimorfismo sinénimo heter.
G>A GIn116GIn €.399G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinénimo heter.
G>A Glu142Glu C.477G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sindnimo heter.
26 N/A* N/A c.-323_-313insCCTATATCCT N/A Reg. Promotora Polimorfismo heter.
G>A Arg43Lys c.179G>A 1B Seq. Pré-pro-lider Variante génica heter.
G>A* Glu95Glu €.336G>A 2 GLA Polimorfismo sinénimo heter.
G>A GIn116GIn c.399G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sindnimo heter.
G>A Glu142Glu C.AT7G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinonimo heter.
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) Troca Troca Nomenclatura da i o .
Pacientes Exon Dominio Comentarios
nucleotideo aminoéacido variante
27 G>A* Glu95Glu c.336G>A 2 GLA Polimorfismo sinbnimo heter.
G>A GIn116GIn C.399G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinbnimo heter.
28 N/A* N/A c.-323_-313insCCTATATCCT N/A Reg. Promotora Polimorfismo homo.
G>A* Glu95Glu Cc.336G>A 2 GLA Polimorfismo sinbnimo heter.
G>A GIn116GlIn €c.399G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinbnimo heter.
G>A Arg139Arg Cc.468G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinbnimo heter.
29 G>A* Glu95Glu c.336G>A 2 GLA Polimorfismo sinénimo heter.
G>A GIn116GIn c.399G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinbnimo heter.
G>A Arg139Arg c.468G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinénimo heter.
C>T* His175His c.576C>T 5 EGF 2 Polimorfismo sinbnimo heter.
30 N/A* N/A c.-323_-313insCCTATATCCT  N/A Reg. Promotora Polimorfismo heter.
G>A Arg43Lys c.179G>A 1B Seq. Pré-pro-lider Variante génica heter.
G>A GIn116GIn c.399G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinbnimo heter.
G>A Glul142Glu c.477G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinbnimo heter.
31 N/A* N/A c.-323_-313insCCTATATCCT N/A Reg. Promotora Polimorfismo heter.
G>A Arg43Lys c.179G>A 1B Seq. Pré-pro-lider Variante génica heter.
C>T Phe84Phe c.303C>T 2 GLA Polimorfismo sinbnimo heter.
G>A* Glu95Glu c.336G>A 2 GLA Polimorfismo sinbnimo heter.
G>A GIn116GIn Cc.399G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinbnimo heter.
G>A Glul142Glu c.477G>A 4 EGF 1 Polimorfismo sinénimo heter.

c. Seq. cDNA NM_000131.3/ Seq. Ref. F7 NT_027140.6

* Variantes génicas descritas nos bancos de dados: ENSEMBL (Disponivel em;
<http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProtVariations?db=core;g=ENSG00000057593;r=13:113760105-113774995;t=ENST00000375581>) e HGMD (Disponivel em:

<http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=F7 >).
Abreviagdes: Seq., sequéncia; Ref., referéncia; Heter.,heterozigose; Homo., Homozigose; N/A, ndo se aplica; Reg., regido


http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProtVariations?db=core;g=ENSG00000057593;r=13:113760105-113774995;t=ENST00000375581
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=F7
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Tabela 7 - Relacao Fendtipo-Genétipo em Pacientes FVII:C 2-49%

Variantes Génicas

Polimorfismos homo. / Heter. . -323 -313 insCCTATATCCT
Variante génica Arg43Lys
Polimorfismo sinénimo Heter. Phe84Phe
Polimorfismo sinénimo Heter. Glu95Glu
Polimorfismo sinénimo Heter. GIn116GIn
Polimorfismo sinénimo Heter. Arg139Arg
Polimorfismo sinénimo Heter. Glu142Glu
Pacientes FVII:C 2-49%  polimorfismo sinénimo Homo. /Heter. His175His
Polimorfismo sinénimo Heter. GIn281GIn
Mutacéo sentido trocado Homo. Arg304Gin
Mutacéo sentido trocado Homo. Thr324Met
Polimorfismo néo sinénimo Homo. Arg353GIn

Abreviacdes: Heter.,heterozigose; Homo., Homozigose
Variantes génicas ja publicadas em banco de dados

Tabela 8 - Relacdo Fendtipo-Genétipo em Pacientes FVII:C < 2%

Variantes Génicas

Polimorfismos homo./ Heter. c. -323 -313insCCTATATCCT
Variante génica Arg43Lys
Pacientes FVII:C < 2% Polimorfismo sinénimo Heter. GIn116GIn
Polimorfismo sinénimo Heter. Glu142Glu
Polimorfismo nao sinbnimo Homo. Arg353GIn

Abreviacdes: Heter.,heterozigose; Homo., Homozigose
Variantes génicas ja publicadas em banco de dados
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Gréfico 1 - Dosagem de atividade de FVII em 30 pacientes com deficiéncia de FVII utilizando

diferentes tromboplastinas

b1
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Paciente

=4=Tromboplastina Humana (T.H.) == Trombaplastina de Cérebro de Coelho (T.C.C)

Legenda: A linha vermelha refere-se & dosagem de FVII:C usando tromboplastina de cérebro de coelho e a azul a
tromboplastina humana. O paciente 28 nado teve o nivel de FVII:C dosado. Os nameros marcados em vermelho se

referem aos pacientes que apresentaram grande variagdo na dosagem de FVII:C utilizando diferentes tromboplastinas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS
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O presente estudo avaliou um coorte de pacientes com deficiéncia de FVII e
concluiu que néo houve relacdo fendtipo e gendtipo nos pacientes estudados, o que
corrobora os dados da literatura. A maioria dos pacientes com deficiéncia de FVII moderada
a leve sao portadores de polimorfismos ou variacdes genéticas em homozigose. Baseado
nesses resultados, constatamos que a realizagdo da FVII:C para triagem pode ser
realizado com tromboplastina de coelho, que se presta, na maioria dos casos, aos
diagnéstico da deficiéncia de FVII. Entretanto, nos casos de baixos niveis plasmaticos de

FVII:C uma nova dosagem utilizando tromboplastina humana deve ser realizada.



REFERENCIAS



79

ALBERTS, B. et al. Molecular Biology of the Cell. NewYork: Garland science, Taylor &
Francis Group, 2008. p.1268.

ALEXANDER, B. et al. Congenital SPCA deficiency: a hitherto unrecognized coagulation
defect with hemorrhage rectified by serum and serum fractions. J Clin Invest, New York, v.
30, n. 6, p. 596-608, Jun 1951.

BALLEISEN, L. et al. Epidemiological study on factor VII, factor VIII and fibrinogen in an
industrial population: |. Baseline data on the relation to age, gender, body-weight,
smoking, alcohol, pill-using, and menopause. Thromb Haemost, Stuttgart, v. 54, n. 2, p.
475-9, Aug 1985.

BERKNER, K. et al. Isolation and expression of cDNAs encoding human factor VII. Cold
Spring Harb Symp Quant Biol, New York, v. 51, Pt 1, p. 531-41, 1986.

BERNARDI, F. et al. Factor VII gene polymorphisms contribute about one third of the
factor VII level variation in plasma. Arterioscler Thromb Vasc Biol, Dallas, v. 16, n. 1, p. 72-
6, Jan 1996.

BOLTIN, D. et al. Primary factor VII deficiency. Isr Med Assoc J, Israel, v. 10, n. 6, p. 475-
6, Jun 2008.

BOWEN, D. J.; KEENEY, S. Unleashing the long-distance PCR for detection of the intron
22 inversion of the factor VIII gene in severe haemophilia A. Thromb Haemost. Germany,
2003. p. 201-2.

CLARK, D. P. Molecular Biology: Understanding the Genetic Revolution. Oxford: Elsevier
Academic Press, 2005.

FRANCO, R. F. Fisiologia da coagulacdo do sangue e da fibrindlise. In: ZAGO, M. A. et al.
(Ed.). Hematologia - fundamentos e pratica. Sdo Paulo: Atheneu, 2004. p. 740-747.

FROMOVICH-AMIT, Y. et al. Characterization of mutations causing factor VIl deficiency in
61 unrelated Israeli patients. J Thromb Haemost, Oxford, v. 2, n. 10, p. 1774-81, Oct 2004.

GIANSILY-BLAIZOT, M. Inherited factor VII deficiency. In: TCHERNIA, G. (Ed.). Orphanet
Encyclopedia, Jun 2004. Disponivel em:
<http://www.orpha.net/data/patho/Pro/en/FactorVIIDeficiency-FRenPro916.pdf>.  Acesso
em 18 Nov. 2010.

GIANSILY-BLAIZOT, M. et al. Genotypic heterogeneity may explain phenotypic variations
in inherited factor VII deficiency. Haematologica, Pavia, v. 87, n. 3, p. 328-9, Mar. 2002.

GIANSILY-BLAIZOT, M. et al. Analysis of biological phenotypes from 42 patients with
inherited factor VII deficiency: can biological tests predict the bleeding risk?
Haematologica, Pavia, v. 89, n. 6, p. 704-9, Jun 2004.



80

HAGEN, F. et al. Characterization of a cDNA coding for human factor VII. Proc Natl Acad
Sci U S A, Washington, v. 83, n. 8, p. 2412-6, Apr 1986.

HERRMANN, F. H. et al. Factor VIl deficiency: clinical manifestation of 717 subjects from
Europe and Latin America with mutations in the factor 7 gene. Haemophilia, Londres, v.
15, n. 1, p. 267-80, Jan 2009.

HOOD, J.; EBY, C. Evaluation of a prolonged prothrombin time. Clin Chem, New York, v.
54, n. 4, p. 765-8; discussion 768-9, Apr 2008.

JAYANDHARAN, G. et al. Molecular basis of hereditary factor VIl deficiency in India: five
novel mutations including a double missense mutation (Alal91Glu; Trp364Cys) in 11
unrelated patients. Haematologica, Pavia, v. 92, n. 7, p. 1002-3, Jul 2007.

MANDHYAN, R. et al. Congenital factor VIl deficiency. Br J Anaesth, Altrincham, v. 104, n.
2, p. 267-8, Feb 2010.

MARIANI, G.; BERNARDI, F. Factor VII Deficiency. Semin Thromb Hemost, New York, v.
35, n. 4, p. 400-6, Jun 2009.

MARIANI, G. et al. Clinical manifestations, management, and molecular genetics in
congenital factor VII deficiency: the International Registry on Congenital Factor VI
Deficiency (IRF7). Blood, New York, v. 96, n. 1, p. 374, Jul 1 2000.

MATSUHISA, H. et al. Open-heart surgery in an infant with heterozygous factor VII
deficiency. Interact Cardiovasc Thorac Surg, Amsterdam, v. 10, n. 6, p. 1037-8, Jun 2010.

McVEY, J. et al. Factor VII deficiency and the FVII mutation database. Hum Mutat,
London, v. 17, n. 1, p. 3-17, 2001.

MEADE, T. et al. Haemostatic function and ischaemic heart disease: principal results of
the Northwick Park Heart Study. Lancet, London, v. 2, n. 8506, p. 533-7, Sep 1986.

MONROE, D.; HOFFMAN, M. What does it take to make the perfect clot? Arterioscler
Thromb Vasc Biol, Dallas, v. 26, n. 1, p. 41-8, Jan 2006.

MORELLI, V. M. Estrutura e fun¢des das plaquetas e das células endoteliais. In: ZAGO,
M. A. et al. (Ed.). Hematologia - fundamentos e préatica. Sdo Paulo: Atheneu, 2004. p. 732-
737.

O'BRIEN, D. P. et al. Purification and characterization of factor VIl 304-GIn: a variant
molecule with reduced activity isolated from a clinically unaffected male. Blood, New York,
v.78,n. 1, p. 132-40, Jul 1 1991.



81

O'HARA, P. J. et al. Nucleotide sequence of the gene coding for human factor VII, a
vitamin K-dependent protein participating in blood coagulation. Proc Natl Acad Sci U S A,
Washington, v. 84, n. 15, p. 5158-62, Aug 1987.

PERRY, D. Factor VII Deficiency. Br J Haematol, Oxford, v. 118, n. 3, p. 689-700, Sep
2002.

PERRY, D. J. Factor VIl deficiency. Blood Coagul Fibrinolysis, Oxford, v. 14 Suppl 1, p.
S47-54, Jun 2003.

PEYVANDI, F. et al. Molecular characterisation and three-dimensional structural analysis
of mutations in 21 unrelated families with inherited factor VII deficiency. Thromb Haemost,
Stuttgart, v. 84, n. 2, p. 250-7, Aug 2000.

POLLAK, E. et al. Asymptomatic factor VII deficiency in African Americans. Am J Clin
Pathol, Baltimore, v. 126, n. 1, p. 128-32, Jul 2006.

RAO, L.; RAPAPORT, S. Activation of factor VII bound to tissue factor: a key early step in
the tissue factor pathway of blood coagulation. Proc Natl Acad Sci U S A, Washington, v.
85, n. 18, p. 6687-91, Sep 1988.

RODRIGUES, D. N. et al. Prevalence of factor VII deficiency and molecular
characterization of the F7 gene in Brazilian patients. Blood Coagul Fibrinolysis, Oxford, v.
14, n. 3, p. 289-92, Apr 2003.

ROSENTHAL, A. et al. Large-scale production of DNA sequencing templates by microtitre
format PCR. Nucleic Acids Res, London, v. 21, n. 1, p. 173-4, Jan 1993.

SCARABIN, P. et al. Population correlates of coagulation factor VII. Importance of age,
sex, and menopausal status as determinants of activated factor VII. Arterioscler Thromb
Vasc Biol, Dallas, v. 16, n. 9, p. 1170-6, Sep 1996.

SHANKER, J. et al. Genotype-phenotype relationship of F7 R353Q polymorphism and
plasma factor VIl coagulant activity in Asian Indian families predisposed to coronary artery
disease. J Genet, Bangalore, v. 88, n. 3, p. 291-7, Dec 20009.

TUDDENHAM, E. G. et al. Inherited factor VII deficiency: genetics and molecular
pathology. Thromb Haemost, Stuttgart, v. 74, n. 1, p. 313-21, Jul 1995.



APENDICES



Apéndice A
Fundagio Centro
HEMOMINAS
CARTA-CONVITE
Belo Horizonte, de de 20

Prezado (a)

Tomo a liberdade de Ihe escrever esta carta para convida-lo a participar de uma pesquisa
a ser iniciada na Fundacdo HEMOMINAS.

Estarei coordenando uma pesquisa que pretende estudar as causas genéticas da
deficiéncia de fator VII para que possamos compreender melhor esta doenca em nosso
meio. Inicialmente estou convidando os pacientes portadores dessa deficiéncia, como é o
seu caso.

Para que vocé seja incluido(a) neste estudo é preciso que vocé seja examinado(a) por
mim, no ambulatério do HEMOMINAS, e que sejam colhidos 15 ml do seu sangue para
realizacao de exame de DNA (para que possamos determinar o defeito genético
associado a sua deficiéncia do fator VII). Esse exame ndo é para determinacao de
paternidade.

Vérios beneficios serdo advindos desta pesquisa, tais como a determinacgéo do defeito
genético que causa a sua deficiéncia e a determinacao da condi¢do de portador do gene
da deficiéncia.

Os resultados deste estudo serdo mantidos em segredo, podendo ser informados
somente a vocé. Quando os resultados forem apresentados, serdo mostrados em
conjunto sem dizer que aquele teste é o ‘seu ou de fulano’.

Sendo assim, solicitamos que vocé que telefone para a secretaria do ambulatério do HBH
(3248 4511) para marcar a sua consulta. Forneceremos atestado de comparecimento
para escola e/ou trabalho. Agradecemos desde ja a sua colaboracéo.

Atenciosamente,

Suely Meireles Rezende Isabel Figueiredo de M. Pereira

Dra. Suely Meireles Rezende Isabel Figueiredo de M. Pereira

Doutora em Hematologia pela Universidade de | Académica do 10° periodo de Medicina — UFMG
Londres, Inglaterra Estagiaria da Fundacdo HEMOMINAS
Coordenadora do projeto
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Apéndice B
Termo de Consentimento livre e Esclarecido

Estamos convidando vocé para participar da pesquisa Caracterizagcao
molecular da deficiéncia hereditaria de fator VII em pacientes referenciados a
Fundacado HEMOMINAS” para que possamos compreender melhor a
deficiéncia de fator VIl em nosso meio. A deficiéncia de fator VIl pode ser
causada por defeito no gene que é responséavel pela formacédo do fator VII ( o
fator que € deficiente no seu sangue). Gostariamos de entender:
1- Quais sé@o os defeitos genéticos que levam a deficiéncia de fator VII no
NOSSO Meio;
2- Qual a relacéo desses defeitos com a gravidade da doenca;

A partir de ent&o poderemos:

1- Diagnosticar se as pessoas da sua familia sdo portadoras do gene que
causa a deficiéncia;

3- Propiciar tratamento mais adequado para o0s pacientes, quando necessario.

A sua participacdo neste estudo é fundamental. Precisamos que vocé:

1- Seja examinado por um médico do ambulatério do HEMOMINAS;

2- Doe trés tubos (10 ml no total) de sangue venoso para que seja realizada
dosagem de fator VII e exame de DNA (para que possamos determinar o
defeito genético associado a sua deficiéncia de fator VII).

O unico risco para vocé estara relacionado a coleta de sangue (p. ex. a
possibilidade de um hematoma no local da puncédo venosa) . Entretanto, varios
beneficios serdo advindos desta pesquisa, como dito acima.

Os resultados deste estudo serdo mantidos sigilosos, podendo ser
informados somente a vocé. Quando os resultados forem apresentados, serao
mostrados em conjunto sem dizer que aquele teste € o0 “ seu ou de fulano”.

Eu consinto na minha participacdo na pesquisa descrita aima e tenho
liberdade de ndo aceitar ou retirar 0 meu consetimento em qualquer fase
da pesquisa, sem prejuizo a minha pessoa, caso ndo queira continuar
participando da mesma.

Nome do participante: N°
Prontuério:
Idade: DN: [/ |/ Estado civil: Profisséo:

Naturalidade:

Procedéncia: Escolaridade:
Endereco Residencial:
Bairro: Cidade: Telefone:
Endereco Profissional: E-

mail:
Nome e assinatura do responsavel( em caso de menor):

Assinatura do paciente Data:
A
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Apéndice C

“Caracterizacdao Molecular da Deficiéncia Hereditaria de Fator VII em pacientes Referenciados

a Fundacao HEMOMINAS"”
Avaliagdo clinica DD

Dados Gerais

Nome:

Prontuério:ﬂﬂﬂﬂﬂﬂ Data de nascimento: DD/ DD/ DDDD Idade: Dﬂanos
Raga:D Branca DNéo Branca D Outra Sexo:D (F ou M) Estado civiI:D (C;S;V;0)

Naturalidade: Profissao:

Filiacao:

Endereco atual:

Cidade: Estado:DD E-mail:
= UL LY reenes | [UEDOGEL

Dados da doenca

Primeira consulta com suspeita de deficiéncia de fator VII: Data:DD / DD/ DDDD

Motivo: DHistéria familiar D Sangramentos espontaneos D Trauma D Avaliacio pré-operatoria

Histdéria de sangramentos: D

D Epistaxe Equimoses DGengivorragias DExtragc”Jes dentarias

D Menorragias D Metrorragias D Enterorragias DOutros:
Hemartroses Hematomas intramusculares
Local da hemartrose: Local dos Hematomas:
Sangramento pés-cirurgico Sangramento pds-traumatico
Tipo de cirurgia: Tipo de trauma:

Intensidade dos sangramentos: D Leve D Moderada DGrave
Histdria pregressa:
Cirurgias:D (souN) Quais:

Internagées:ﬂ(s ouN) Motivo:

Outras doengas: D(s ou N)

DHAS DDM D Hipertrigliceridemia D Tabagismo D Etilismo
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TransfusOes sanguineas: D (souN) Datas:

Medicamentos em uso:

Sangramento pos-parto significativo:D(s ou N) Uso de horménios: D(s ou N) GD PD AD

Historia de TVP:D (S ou N) Historia de EP: (S ou N)

Historia familiar para deficiéncia de fator VII: | [(PouN) Consanguinidade:ﬂ(s ou N)

Relato de prurido nas ultimas consultas: D(s ou N) Hipotese diagnostica:

Acompanhamento ambulatorial pregresso:

// /[ / /[ / /[ / /[ / /[ / // /[ / /[ / /[ /

TP(segundos)

AT(%)

atort [ Joo ratorvf [ J[]%  ratorsc J[[]%  ratorx [ ]

Provas de funcgo hepatica: (amais atual) Data: DD /DD /DDDD
TGO;DDD TGP:DDD GGT:DD BD:D,D BI:D,D BT: DD F. aIcaIina:DDD

Grupo sanguineo: DD (AO;BO;00;AB) Fator Rh: D (P ou N)

Perfil sorolégico: (o mais atual) Data: DD/DD/DDDD
VDRL: D Sl'filis:D T. cruzi:D Chagas:D HbsAg:D Anti-Hbc:D Anti-HCV:D

Anti-HIV:ELISA 1: D Anti-HIV:ELISA 2: D Anti-HIV I/II (ELISA): D

Estudo Familiar
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Exame fisico

re: [ JLJ[ Jopm eal UL x L] s . | Jirpm
vesor [ [ ke eswra[ L[ Jm e [J1.[] oot [T

Sinais ou sintomas de sangramentos na consulta atuaI:D(s ou N)

Sequelas de hematomas e hemartroses: D(s ou N)

Laboratério
(Dados da consulta atual)

Exames de coagulacao: Data: DD/DD/DDDD

PT:DD,D segundos emDD,Dsegundos AP: DDD%
PT:DD,D segundos emDD,Dsegundos AP: DDD %

Imulologia:

Dosagem do Fator VII:DDD %
Dosagem do Fator VII:DDD %



Estudo Molecular

ta: / /

I
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Anexo A — Parecer Fundacdo Hemominas

MIMESTERID DA SALDE
Corom e Naconal de Seacde
Corsanbo deo Llica om Posguiss - CONGS

Comié de em Pesquisa da Fundagdo Memominas
PARECER CONSUBSTANCIADO

1. Tiwo do Projeto de Pesquiss: Caractenzagdo molocular 08 ceficdncia hereditana de fator VIl em
pacenties referenciadas 8 Fundagho HEMOMINAS.

A | 4 f> - - St~  soptm—mamemrey g St ="

: % an0s ( X ) Portador de deficifnca mental | )
Embnfioteto { ) Relagho de dependéncia (millares, presickénios. ) { )
Nao se api 4

8. Partiopaclio Estrangeira: Sim ( ) Ndo (X)
9. Projeto Mafticéntnco: Sm( ) Nlo(X) Nacional ( ) Intemacional ( )

—— (£2 oh 338 joa 13 e Sy T

10 Nome: Fundacio HEMOMINAS

L TR et ottt oti re iy 84 ~o

11, Data de Entrada. 10603 12 Registro no CEP. 101 13. Data de andlkse: 04/07/03

14, Obyetivos Estabelecer a prevaléncia da deRcGEnca 00 faor Vil (FVII) nos pacenes & seus familiares
slendidos no Ambulaideio da Fundaclo Hemomings, conhecer 08 3lores causals responsdvels por osts
deficéncia, caracierizar moleculanmente 05 Casos Oe deficiincia com suspeila de  heranga genética, ¢

| estabelecer um aconseihamento gendsoo JUnto 80 Servipo do Ambdulatono da Fundacho Hemomnas. .
15, Semano do Projeto:

Serdo reavaliades o5 38 pacientes do Ambuisidno da Fundagho Memominas registrados como
ceficonies em fator VI, bem como seus famiares. Serfio realizados exames para determinagdo do tempo de
protromibing. determinacdo da atividade de fator Vil funcional @ dosagem antigénica do faloe VI, a fim de
meihorar este diagndshico inicial. A partir desta andlise, os pacientes serdo reclassificados, pesmitindo uma
meihor adequacdo da propedéutica em deficiéncia de FVE nestes pacientes. Aldm disso, pars 08 casos
suspeitos de possuirem deficincia devido a causas genéticas, secd folla 3 avaliac®o do gene do FVI para
Investigac3o de mutagies, a partic da extracdo do DNA de amostras de sangue, ampiicagdes de regides do
gene por PCR (reagio em cadeia da polimerase), ¢ seqUenciameno. Pare 10005 e51es exames, serdo
colhides 15 mi de sangue de cada individuo particpante, Confirmada aiguma mMutagso, os familiares destes
Indivicuos também farfio esla mesma caractenizacio molecular. Serd postenioamente reallzado. juntamente
com 0 Senvico de atentimento 40 AmDuiatono, o aconseihamento genético das famiias com deficiéncia de

Vil por causa f
16 dos Relatores:

O projeto enconira-se adequado 45 normas da Resclucio 196/90, e ol aprovado

17 Parecer

Agrovada ( X ) Pengéncia ( ) Nao Aprovado ()
Deta: 080703 _ Data. Oata:

18 Encaminho a CONEP. * 19. Coordenadar

Os dados ackma para registro { ) - _:.—-—;-,

O peojoto para aprocacho [ ) fd}_—“—-
Dota; Assinatues




Anexo B — Parecer COEP - UFMG

UNIVE%SIDA’DE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 031/09

Interessado(a): Profa. Suely Meireles Resende
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 16 de abril de 2009, apés atendidas as solicitagées de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Determinagdo das bases moleculares
da deficiéncia hereditaria de fator VIl da coagulagdao” bem como o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial dever4 ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

o= |

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 - Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coepi@prpq.ufing.br
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Anexo C - Ata de Defesa de Dissertacao de Mestrado

,v:f‘»‘%é‘!;a,n FACULDADE DE MEDICINA
. :br %t CENTRO DE POS-GRADUACAO
& 4 Av. Prof. Alfredo Balena 190 / sala 533
FangR ﬁ“—"z‘ Belo Horizonte - MG - CEP 30.130-100

L Fone: (031) 3409 9641  FAX: (31) 3409.9640
UFN\G

ATA DE DEFESA DE DISSERTAGAO DE MESTRADO de FLAVIA YANKOUS
RABELO n° de registro 2009655251. As nove horas do dia trinta de margo de
2011, reuniu-se na Faculdade de Medicina da UFMG a Comissao Examinadora de
dissertagao aprovada pelo Colegiado do Programa para julgar, em exame final, o
trabalho intitulado: “CARACTERIZACAC DAS BASES MOLECULARES DA
DEFICIENCIA HEREDITARIA DE FVII DA COAGULAGAOQ”, requisito final para a
obtengdo do Grau de Mestre em Saude do Adulto, pelo Programa de Pos-
Graduagao em Ciéncias Aplicadas a Saude do Adulto da Faculdade de Medicina
da Universicade Federal de Minas Gerais. Abrindo a sessdo, a Presidente da
Comisséo, Profa. Suely Meireles Rezende, apos dar a conhecer aos presentes o
teor das Normas Regulamentares do Trabalho Final, passou a palavra a candidata
para apresentacéc de seu trabalho. Seguiu-se a arguigdo pelos examinadores
com a respectiva defesa da candidata. Logo apos, a Comiss@o se reuniu sem a
presenca da candidata e do publico para julgamento e expedicao do resultado
definitivo. Foram atribuidas as seguintes indicagoes:

Profa. Suely Mei-eles Rezende/Orientadora Instituicdc: UFMG Indicagao:

Profa. Cibele Velloso Rodrigues Instituicgc: F Hemominas lndica(;éo:ﬂ?z‘u Vi
Profa. Ana Paula Salles Moura Fernandes Instituiggo: UFMG Indicagdo:™ oy o
Pelas indicacbes, a candidata foi considerada ___ 1 #4 ADH

O resultado final foi comunicado publicamente & candidata pela Presidente da
Comissio. Nada mais havendo a tratar, a Presidente encerrou a sesséo e lavrou a
presente ATA que sera assinada por todos os membros participantes da
Comissdo Examinadora. Belo Horizonte, 30 de mar¢o de 2011.

Profa. Suely Meireles Rezende/Orientadora

Profa. Cibele Velloso Rodrigues =

& N , =
ML /” 3 L{_r/,»,,j{_,z,v‘} 4 Z’/’/__”

Profa. Ana Paula Salles Moura Fernandes

Profa. Teresa Cristina de Abreu Ferrari/Coordenadora

Obs.: Este cocumento ndo tera validade sem 2 assinatura e canimbe do Coordenador
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Anexo D - Declaracéo de Defesa de Dissertacdo de Mestrado

FACULDADE DE MEDICINA _
CENTRO DE POS-GRADUACAO

Av. Prof. Alfredo Balena 190 /sala 533
Belo Horizonte - MG - CEP 30.130-100
Fone: (031) 3409.9641 FAX: (31) 3409.9640

DECLARACAO

A Comissdo Examinadora, abaixo assinada, composta pelos Professores Doutores: Suely
Meireles Rezende, Cibele Velloso Rodrigues e Ana Paula Salles Moura Fernandes,
aprovou a defesa de dissertagdo intitulada: “CARACTERIZAGAO DAS BASES
MOLECULARES DA DEFICIENCIA HEREDITARIA DE FVIl DA
COAGULAGAO?”, apresentada pela mestranda FLAVIA YANKOUS RABELO, para
obteng&o do titulo de Mestre em Satde do Adulto, pelo Programa de P6s-Graduaga@o em
Ciéncias Aplicadas a Saude do Adulto, da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Minas Gerais, realizada em 30 de margo de 2011.

/
f"ﬁﬂ | IDV I, ¥ N

Profa. Suely Meireles Rezende
Orientadora

.2 00 =
Profa. Cibele Velloso Rodrigues

s

Profa. Ana Paula Salles Moura Fernandes
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