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Resumo

Introducdo: Os disturbios da hemostase compreendem qualquer anomalia nos processos de
hemostase primaria (disturbios plaquetares), hemostase secundéria (défice de fatores de
coagulacdo) ou ainda fendémenos de tromboembolismo. A prevaléncia de eventos
hemorragicos e trombdéticos em idade pediatrica vem apresentando um aumento gradual na
sua incidéncia e morbilidade. A heterogeneidade com que se apresentam as doencas
hemorragicas ou trombdticas aumenta a dificuldade na sua compreenséo, diagnostico e o

tratamento destas criangas.

Objetivo: Caracterizar as alteragbes hemostaticas presentes em criancas com quadros
hemorragicos e trombdéticos, seguidos em consulta de Hemostase do polo Hospital Pediatrico
da ULS de Coimbra.

Material e Métodos: Estudo do tipo retrospetivo, ndo interventivo e unicéntrico, desenvolvido
no servico de Sangue e Medicina Transfusional do polo Hospital Pediatrico da ULS de
Coimbra. Incluiu a aplicacdo de scores de andlise de clinica hemorragica (BAT-ISTH) e
trombatica (IMPROVE), técnicas laboratoriais de hemostase de rotina e testes especificos —
PFA, LTA, Citometria de Fluxo, TGT, Rotem, Quantra — e estudo molecular utilizando um
painel de genes personalizado em Hemostase. A andlise estatistica foi feita através do

Statistical Package for the Social Sciencies (versao 29).

Resultados: O presente estudo contou com 103 participantes (31 casos-index). No grupo de
hemorragia, foram incluidos 81 participantes, destes 24 casos-index com idades entre os 6M-
17A. A principal doencga familiar diagnosticada foi a DvW tipo 1 em 57,58% dos casos (31,6%
de casos-index). Individuos com alteracao no gene VWF mostraram ter um score BAT-ISTH
superior e niveis de FYW:RC diminuidos, em relacdo aos individuos com alteracdo noutros
genes (p < 0.05). No grupo de Trombose, foram incluidos 22 participantes, 7 casos-index com
idades entre os 14M-15A. A trombofilia mais frequente neste grupo foi a Deficiéncia de

Proteina S em 31,81% dos casos (9,09% de casos-index).

Discusséo: O estudo das doencas da hemostase congénitas em idade pediatrica exige uma
avaliacdo clinica cuidada e o uso de testes laboratoriais funcionais e moleculares altamente
especificos, ndo acessiveis em todos os laboratérios. Neste estudo, foi possivel reconhecer
diversas formas de apresentacdo clinica destas patologias, bem como a dificuldade em
estabelecer uma relag&o entre a clinica e os estudos funcionais laboratoriais, que em muitos

casos tornam o seu diagndstico um enorme desafio.



Concluséo: A correlacdo dos estudos laboratoriais em hemostase com o estudo molecular
permite a confirmacdo diagndstica ou o diagndstico de novo de doencas da hemostase
congénitas em idade pediatrica e amplia a percec¢do que temos da clinica do doente durante

0 seu acompanhamento.

Palavras-chave: Fenétipo; Gendtipo; Trombose; Hemostase; Pediatria.



Abstract

Introduction: Hemostasis disorders include any anomaly in the processes of primary
hemostasis (platelet disorders), secondary hemostasis (deficiency of coagulation factors) or
even thromboembolism phenomena. The prevalence of hemorrhagic and thrombotic events in
pediatrics has shown a gradual increase in incidence and morbidity. The diversity with which
hemorrhagic or thrombotic diseases present increases the difficulty in understanding,

diagnosing, and treating these children.

Objective: To characterize the hemostatic changes, present in children with hemorrhagic and
thrombotic conditions, followed in the Hemostasis consult of the Pediatric Hospital hub of the

Local Health Unit of Coimbra.

Material and Methods: This was a retrospective, non-interventional and single-centre study,
developed at the Blood and Transfusion Medicine service of the Pediatric Hospital hub of the
Local Health Unit of Coimbra. The study included the application of hemorrhagic and
thrombotic clinical analysis scores (BAT-ISTH and IMPROVE, respectively), routine
hemostasis laboratory techniques and specific tests — PFA, LTA, Flow cytometry, TGT, Rotem,
Quantra — and molecular study using a personalized gene panel in Hemostasis. A statistical

analysis was carried out using the Statistical Package for the Social Sciences (version 29).

Results: The present study had 103 participants (31 index-cases). The hemorrhage group
consisted of 81 participants, of these 24 index-cases aged between 6M-17Y. The main familial
disease diagnosed was type 1 von Willebrand disease (VWD) in 57.58% of cases (31.6% of
index-cases). Participants with molecular variants in the VWF gene showed a higher BAT-
ISTH score and decreased von Willebrand factor (vWF:RC) levels, compared to those with
molecular variants in other genes (p < 0.05). The thrombosis group consisted of 22
participants, of these 7 index-cases aged between 14M-15Y. The major thrombophilia found

in this group was Protein S Deficiency in 31.81% of cases (9.09% of index-cases).

Discussion: The study of congenital hemostasis diseases in pediatrics requires careful clinical
evaluation and the use of highly specific functional and molecular laboratory tests that are not
accessible in all laboratories. In this study, we recognized different forms of clinical
presentation of these pathologies, as well as the difficulty within the establishment of a
relationship between the clinical presentation and the functional laboratory studies, which in

many cases make their diagnosis an enormous challenge.



Conclusion: The correlation of laboratory studies on hemostasis with the molecular study
allows the diagnostic confirmation or new diagnosis (de novo) of congenital hemostasis
diseases in pediatric age, and it expands our perception on the patient's clinical condition

during their follow-up.

Keywords: Phenotype; Genotype; Thrombosis; Hemostasis; Pediatrics.
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Introducéo

A Hemostase € um mecanismo fisiologico vital e necessario sempre que ocorre uma
lesdo endotelial com perda da integridade do vaso e a possibilidade de evento hemorragico
importante. E composta por trés fases principais, a hemostase primaria ou formacéo do
trombo plaquetéario, hemostase secundaria ou cascata de coagulacgéo e a fibrindlise. *

A hemostase priméria inicia-se logo ap6s o dano vascular com uma vasoconstricao
imediata provocada pela contrago do tecido muscular liso endotelial. E nesta fase que o fator
de von Willebrand se liga as fibras de colagénio expostas no local da lesdo e s6 depois as
plaguetas através da sua interacdo com glicoproteinas da superficie plaquetar- glicoproteina
IB. As plaquetas, por sua vez também se ligam ao colagénio endotelial através de outras
glicoproteinas de superficie- glicoproteina VI e glicoproteina la. O trombo plagquetario que se
forma no fim, apesar de instavel, assegura numa primeira instancia a homeostasia local. 2

A hemostase secundaria é responsavel por formar o coagulo de fibrina insollvel capaz
de estabilizar o trombo plaquetério e inicia-se precisamente na superficie da plaqueta
(camada fosfolipidica). No modelo da cascata de coagulag&o, o mais consensual em termos
académicos para explicar o sistema hemostatico, destacam-se trés complexos enziméaticos
responséaveis pela formagdo de trombina e fibrina: a via extrinseca, a via intrinseca e a via
comum ou via da protrombinase.

Inicialmente formam-se pequenas quantidades de trombina através de uma fase de
iniciacao. Esta trombina potencializa as vias extrinseca (via do fator tecidular) e intrinseca (via
dos fatores plasmaticos) numa fase de amplificacdo da quantidade de trombina gerada e
necesséria a formagao do coagulo de fibrina.

A via extrinseca inicia a fase de amplificacdo com a formacdo do complexo entre o
fator tecidular e o fator VII (FT-FVII), cuja fungdo recai na ativacao do fator X. Na via intrinseca
participam fatores de ativacdo procoagulantes, como o fator XIl, e os fatores Xl, IX e VIII. O
fator VIl tem a fung&o de cofator na ativagéo do fator X pelo fator I1X ativado. O fator X ativado
possibilita que na via da protrombinase a protrombina forme trombina e, em consequéncia
disso, ocorra a transformacao de fibrinogénio em fibrina.

O conceito de homeostasia ndo existe sem 0 mecanismo de anticoagulacgéo fisioldgico.
A via da fibrindlise é responséavel pela dissolugcdo do coagulo de fibrina nos seus produtos de
degradacéo, impedindo estados de hipercoagulabilidade patolégica para o sistema vascular.®
A hemostase € um mecanismo fisiol6gico vital sobre o qual recaem duas fung¢des importantes:
parar a hemorragia na sequéncia da lesdo endotelial e, a0 mesmo tempo, assegurar a
paténcia do vaso e a perfusdo sanguinea em todo o corpo *, impedindo fenémenos de

trombose.
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E fundamental que a funcéo plaquetar e a cascata de coagulacio se encontrem em
perfeito equilibrio para que tenhamos uma circulacdo sanguinea estavel e funcionante. ®
Qualquer disturbio patolégico deste sistema podera levar tanto a fenbmenos hemorragicos
como trombéticos. #

Os disturbios da hemostase compreendem qualquer anomalia nos processos de
hemostase priméria (distirbios plaquetares), hemostase secundaria (défice de fatores de
coagulacédo) ou ainda fenémenos de tromboembolismo.® Tanto as patologias trombéticas
como as hemorragicas podem associar-se a quadros clinicos com taxas associadas de
grande morbilidade e mortalidade. Um evento hemorragico causado por um défice de fator
procoagulante ou por um aumento da atividade antitromboética pode evoluir para uma
hemorragia fatal ou ser acompanhada de sequelas graves. Também um evento trombético
representa uma causa frequente de mortalidade em todo o mundo. *

A prevaléncia de eventos hemorragicos e trombéticos em idade pediatrica é
considerada reduzida ’ comparativamente com os eventos hemorragicos e trombdéticos em
adultos. Varios estudos relatam os eventos tromboembolicos em criangas como uma doenca
heterogénea e que, apesar de pouco prevalente, apresenta um aumento gradual na sua
incidéncia e morbilidade.®® Na populacdo pediatrica, o tromboembolismo venoso é um
exemplo de coagulopatia com dois picos de incidéncia, um na infancia precoce e outro na
adolescéncia. &°

A heterogeneidade de apresentagdo de quadros hemorragicos e trombéticos em idade
pediatrica é apresentada em estudos recentes como uma dificuldade na melhor compreenséao
e tratamento dos mesmos. Em ambos o0s casos existem causas adquiridas e causas
hereditarias descritas na literatura.

As anomalias da funcéo plaquetar, os défices de fatores de coagulacéo e as alteragbes
pro-trombdéticas sdo grupos de patologias que exigem uma investigagao clinica e laboratorial
complexa na busca do diagndéstico etioldgico. A importancia de um diagnéstico clinico e
laboratorial € fundamental para o adequado seguimento e o melhor tratamento destes
doentes. Dentro deste grupo de patologias, € de notar que os distlrbios plaquetares
hereditarios, pela tipica dificuldade diagnéstica que lhes é inerente, tém sido alvo de varios
estudos, nomeadamente na area da Biologia Molecular, e sdo muitos os progressos feitos na
obtencdo de respostas. ©

Em qualquer disturbio da coagulacdo, o primeiro passo na direcéo do diagnostico é a
avaliacao clinica e cuidada do doente. Uma hist6ria clinica completa e a caracterizacdo do
padrdo hemorragico ou trombético do doente é fundamental. 112

Os sintomas hemorragicos sdo muitas vezes subjetivos. Para uma melhor
caracterizacao da gravidade destes sintomas, existem scores hemorragicos que podem ser

aplicados.'"®* A ISTH disp&e do seu préprio score hemorragico (ISTH Bleeding Assessment
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Tool) que funciona como uma ferramenta diagndéstica para doencas hemorragicas ligeiras a

moderadas e que inclui parametros de frequéncia e gravidade dos sintomas apresentados. 14
Existem também scores de risco tromboembdlico que se mostram igualmente Gteis na

caracterizacdo e previsao do risco de trombose de qualquer doente em seguimento.

Apbs a historia clinica pormenorizada, deve ser feito um exame fisico completo para
avaliar a presenca de sinais de hemorragia ou trombose e ainda qualquer sinal caracteristico
de patologia congénita. *

Perante uma histéria clinica suspeita, deve ser iniciada a avaliacdo diagnéstica
laboratorial. **®* Numa primeira fase procede-se a um estudo analitico com testes de rotina/
rastreio. Os testes de rastreio em hemostase permitem uma melhor orientacédo do estudo. Um
hemograma com contagem plaquetar, a avaliagdo da morfologia plaquetar e o teste de fungéo
plaguetar (PFA) iniciam esta investigacdo. A determinacdo do tempo de protrombina (TP),
tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa), tempo de reptilase e o doseamento de
fibrinogénio fazem também parte dos testes de rotina. Todos estes parametros permitem uma
avaliacao do funcionamento das vias extrinseca (TP), intrinseca (TTPa) e via comum (TT, TR,
fibrinogénio). 1115

Os resultados obtidos nos testes de primeira linha orientam o avanco, ou nao, do
estudo para testes mais direcionados e especificos em hemostase. ' Neste grupo incluem-se
os doseamentos dos diversos fatores de coagulacdo que participam em cada um dos
complexos enziméaticos da cascata de coagulagédo. O doseamento do fator de Von Willebrand
faz parte deste conjunto. Pode ainda interessar fazer estudos de agregacéo plaquetar, como
testes de Agregacéo Plaquetar- LTA (Light Transmission Aggregometry), e aplicar técnicas
de citometria de fluxo.

O teste de LTA é o teste de avaliacdo da fungéo plaquetar considerado referéncia
padrdo. O principio passa pela avaliacdo da ativacdo plaquetar in vivo através dos seus
agonistas e das mudancgas na densidade Optica por eles provocadas. Exemplos de agonistas
plaguetares sdo o ADP, o colagénio, a epinefrina, o acido araquidénico e a ristocetina.
Dependendo do tipo de interagdo entre as plaguetas e 0s seus agonistas e as alteracdes na
agregacdo plaguetar poderemos pensar numa patologia mais provavel como hipo6tese
diagnéstica. 1°

A citometria de fluxo é outro teste especifico para o estudo das plaquetas que permite,
por exemplo, avaliar a expressao das glicoproteinas de superficie plaguetar, através do uso
de anticorpos monoclonais especificos. 112

O teste de geracéo de trombina é outra ferramenta que desde a década de 50 ajuda
na melhor compreenséo dos fenémenos de coagulagdo sanguinea. !’ Os testes mais recentes
fornecem varios parametros de informacéo importante no trombograma. 8 A area debaixo da

curva permite-nos avaliar o potencial de geracdo de trombina e o pico maximo da curva, a
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concentracdo maxima de trombina obtida na amostra de sangue em andlise. ° A aplicacdo
destes testes tem permitido associar estados de hipocoagulabilidade a picos de trombina e
potenciais de geracao de trombina mais baixos, enquanto cenérios de hipercoagulabilidade
se associam a picos de concentracao e a potenciais de geracao de trombina no sangue mais
elevados. %°

Existem, ainda, os testes viscoelasticos que na sua analise hemostéatica permitem uma
avaliacdo global da cinética de acao de todas as etapas de formacéo do coagulo de fibrina na
cascata de coagulacdo. 2122 Estes testes tém muliltiplas vantagens em relacdo aos testes de
rastreio. Nenhum dos testes de rotina é projetado para a avaliagdo do risco hemorragico ou
para monitorizar e controlar o estado de coagulacdo em contextos de necessidade imediata
como os atos cirlirgicos. ?* Os testes viscoelasticos como o tromboelastograma (TEG) ou
tromboelastograma rotacional (ROTEM) produzem uma rapida construcao grafica e fornecem
dados objetivos relativos ao estado hemostatico do doente em tempo real. 23

Apesar de todos os testes e técnicas laboratoriais, o diagnéstico dos disturbios da
hemostase, sejam disturbios plaquetares, hemorragicos ou de trombose, ndo deixa de ser um
desafio.?* O recurso a testes genéticos é ainda uma ferramenta de Ultima linha quando
nenhuma concluséo é retirada da investigacao laboratorial, mas em que a suspeita clinica se
mantém.

Desde a descoberta da estrutura molecular do acido desoxirribonucleido (DNA) por
Watson, Crick e Park na década de 50 ?°, a sequenciacdo desta tem sofrido varios avancos.
%6 Os métodos de sequenciacdo de bases do DNA por Maxam e Gilbert, na década de 70,
foram pioneiros neste processo juntamente com a sequenciagcdo de Sanger proposta por
Sanger na mesma década. '

Trés décadas depois, em meados de 2006, surgiram as sequencia¢des de segunda e
terceira geracdo. 2° Estas novas tecnologias de biologia molecular sdo também a evolucgédo
uma da outra, tendo a sequenciacédo de terceira geragdo nascido de uma necessidade de
sequenciacdo cada vez mais custo-efetiva e informativa numa Unica andlise. As vantagens e
desvantagens apresentadas pelas duas formas de sequenciacdo fazem com que ambas
sejam usadas em funcdo da aplicabilidade clinica ou objeto de investigacdo. 2 Estas
tecnologias séo hoje conhecidas como a sequenciagdo de nova geracao (NGS).

A sequenciacao de nova geracdo (NGS) é um método de sequenciacdo massiva e em
paralelo de milhdes de fragmentos de DNA. A sua capacidade de analisar simultaneamente
varios genes num Unico teste torna-a hoje a tecnologia de biologia molecular a adotar na
investigacao clinica de diversas patologias. °

O estudo molecular de disturbios da hemostase e coagulagéo permite a diferenciacao
entre disturbios de causa adquirida ou de causa congénita. A baixa prevaléncia de distlrbios

hemorragicos congénitos faz com que a investigacdo laboratorial seja por vezes dificil,

14



principalmente em patologias raras com possiveis diagnésticos diferenciais.* O diagnéstico
molecular torna-se vantajoso ndo s6 por motivos de esclarecimento etiolégico, confirmando o
diagnéstico laboratorial e a clinica que levou a investigacdo, como para aconselhamento
genético familiar, se necessario.*°

A decisédo de fazer testes genéticos a um doente é, na maioria das vezes, determinada
pela historia clinica e pelo facto de os achados laboratoriais de rotina ndo darem resposta
conclusiva. Além disso, é também a histéria do doente, bem como os resultados dos testes
de rotina, ainda que ndo conclusivos, que muitas vezes ditam a decisdo sobre que genes
gueremos estudar e, no limite, essa decisao acaba por levar ao desenho de painéis de genes
de potencial interesse. 3! N&o obstante, esta pratica, apesar de orientar o estudo molecular
para aquilo que a partida sera relevante para o caso em estudo, pode, ainda assim, nao
permitir o diagndéstico definitivo.

Os disturbios plaquetares sao muitas vezes causados por alteracdes qualitativas da
fungéo plaquetar, muitas vezes nao identificadas nos testes de rastreio que iniciam o estudo
laboratorial. A identificagdo de variantes patogénicas em genes associados a fungéo plaquetar
permite, a posteriori (from forward to reverse) a escolha de testes que possibilitem quantificar
a gravidade clinica da patologia e a necessidade de tratamento ou prevencao em situacdes
com potencial pro-hemorragico.

Mesmo em distirbios hemorragicos ndo considerados raros os estudos genéticos tém
importancia. A oscilagéo biologica dos niveis de fator de von Willebrand, por exemplo, pode
dificultar a distin¢cdo entre doenga de von Willebrand propriamente dita e um estado de niveis
reduzidos de von Willebrand.*°

Outro exemplo sao os disturbios do fibrinogénio, em que a heterogeneidade genética
por detras dos mesmaos, torna o fendtipo clinico imprevisivel e apenas passivel de se conhecer
através da biologia molecular.®°

Cada vez mais se torna evidente a importancia de aliar o estudo genético a estudos
funcionais e a clinica do doente. O nivel diferenciado de informag&o dada pelo estudo genético
ndo s6 contribui para o objetivo clinico da investigacdo como para efeitos de pesquisa e
conhecimento cientifico no que respeita as doencas da hemostase.

O presente estudo tem como objetivo avaliar as alteracdes hemostaticas presentes em
criangas com quadros hemorragicos e tromboticos seguidos em consulta de Hemostase do
Hospital Pediatrico da Unidade Local de Saude de Coimbra. Aliada a investigacao laboratorial
e ao calculo dos scores hemorragico e trombético, a caracterizagdo do gendtipo permitira a
melhor compreenséo clinica destes eventos e por sua vez, um seguimento e tratamento

adequados destas criancas e das suas familias.
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Material e Métodos

1. Desenho de Estudo

Estudo do tipo retrospetivo, ndo interventivo e unicéntrico, desenvolvido no servigo de
Sangue e Medicina Transfusional no po6lo Hospital Pediatrico da Unidade Local de Saude de
Coimbra. A sua realizacdo decorreu nos meses de outubro de 2023 a mar¢o de 2024, ap0s
aprovacdo pela Comissdo de Etica para a Saude (CES) da Unidade Local de Saude de
Coimbra e com obtencdo de consentimento informado de todos os participantes selecionados
e recrutados.

A amostra populacional recrutada para o estudo encontra-se dividida em dois grupos de
estudo consoante o motivo de consulta geral (MCG) dos casos-index (MCG “Hemorragia” ou
MCG “Trombose”). Os grupos de estudo sdo compostos pelos casos index de idades
compreendidas entre RN e 17 anos, seguidos em consulta de hemostase do HP-ULS, e os
familiares diretos também avaliados. O estudo incluiu a aplicacao de scores de analise clinica
- Bleeding Assessment Tool (BAT-ISTH) e IMPROVE Risk Score for Venous
Thromboembolism — andlise de estudos funcionais em hemostase e/ou estudo molecular de
todos os participantes.

Todos os dados de carater pessoal, laboratorial e molecular foram obtidos através da
consulta retrospetiva dos processos clinicos (SClinico ®), pela investigadora coordenadora

do estudo, dos patrticipantes recrutados.

2. Selecao dos Participantes

Os participantes foram selecionados a partir dos doentes da consulta de hemostase com
idade inferior a 18 anos, referenciados por clinica hemorragica ou trombética, e que realizaram
estudos de hemostase e/ou estudo molecular para melhor caracterizagdo do seu fenotipo
clinico. Foram ainda incluidos no estudo os familiares diretos dos casos-index de qualquer
idade, que tenham feito estudos funcionais em hemostase e/ou estudo molecular. Foram
excluidos gravidas e doentes que reportaram a toma de farmacos potencialmente
modificadores dos resultados laboratoriais aquando da sua realizagao.

Todo o recrutamento dos doentes foi feito pela investigadora coordenadora, com o auxilio
da investigadora principal, reservando-se o contacto direto com os doentes para a primeira.
Nos doentes com agendamentos de consulta previstos até um més desde a data de inicio do
estudo, procedeu-se ao seu recrutamento com recolha dos consentimentos informados no dia
previsto de consulta. Nos doentes com agendamento de consulta num periodo superior a um
més, procedeu-se ao seu recrutamento via telefone com posterior envio dos consentimentos

informados (via correio eletronico ou postal).

16



3. Recolha dos dados

A recolha dos dados ocorreu apds obtencéo dos consentimentos informados. A consulta
do processo clinico constituiu a fonte integral de todos os dados recolhidos, incluindo dados
de estudos funcionais em hemostase e os resultados do estudo molecular. Os diarios da
consulta externa de hemostase permitiram ainda conhecer a clinica do participante e
aplicacdo dos scores de analise clinica. Todos os dados foram recolhidos pela investigadora
coordenadora, compilados e armazenados numa base codificada (Excel ®) e protegida por
palavra-passe, assegurando a privacidade dos participantes e o cumprimento das normas
éticas. Concluido este processo, a base codificada foi passada a investigadora principal para

posterior analise e tratamento estatistico.

3.1. Instrumentos

Bleeding Assessment Tool (BAT-ISTH): score que avalia a presenca e gravidade de clinica
hemorragica em doentes com suspeita de distirbios da hemostase. E calculado na primeira
consulta e avalia a ocorréncia de eventos hemorragicos, a sua frequéncia e a necessidade de
aconselhamento médico, pontuados de maneira diferente. Um score = 3 é considerado

significativo na crianga, 24 no homem adulto e 26 na mulher adulta.®?

IMPROVE Risk Score for Venous Thromboembolism: score que avalia o risco
tromboembolico de doentes através de perguntas que procuram determinar fatores de risco,
pontuados em func¢éo da contribui¢do isolada para um maior ou menor risco tromboembadlico.
Somadas as pontuacdes teremos um valor de score que se insere numa escala de gravidade

do risco trombético daquele doente. Um score = 3 é considerado significativo.3?

Sysmex XN-1000-S™: analisador de identificacdo e contagem de células componentes no
sangue para uso diagnaostico in vitro. Permite a contagem de eritrgcitos, leucécitos e plaquetas
através do método de focagem hidrodindmica. A componente associada de citometria de fluxo

refor¢ca a contagem de células no sangue, em particular de plaquetas em baixo numero.

ACL TOP ® 550 (Werfen®): equipamento usado para andlise de tempos de coagulacéo e
quantificagcdo de fatores de coagulacdo. Através do método foto-Optico coagulimétrico &
possivel medir os tempos de coagulagédo e os fatores de coagulacdo. Ainda pelo método

cromogeénico obteve-se a medic¢ao do fator VIII cromogénico.
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Sistema INNOVANCE® PFA-200 (Siemens®): permite a avaliacdo rapida da funcdo
plaguetar em pequenas quantidades de sangue total. Esta tecnologia simula in vitro o
processo de adesédo e agregacao plaquetar no seguimento de uma leséo vascular, permitindo

desta forma detetar disfuncdes plaquetérias.

Tromboelastometria Rotem ©® (Werfen®): sistema de diagnéstico rapido de patologia
hemorragica aguda. Dentro dos seus ensaios € possivel avaliar o tempo de formacao, firmeza
e estabilidade do coagulo sanguineo através da ativacdo da via extrinseca (EXTEM) ou da
via intrinseca (INTEM). O ensaio FIBTEM avalia a contribuicdo do fibrinogénio para o coagulo
e a polimerizacao da fibrina. O ensaio APTEM avalia a estabilidade do coagulo apds o inicio

da fibrindlise.

Quantra® Hemostasis Analyzer (HemoSonics- Biometa®): tecnologia que usa ultrassons
para atestar as propriedades viscoelasticas de uma amostra de sangue total durante o
processo de coagulacdo e a lise do coagulo no periodo de fibrindlise.

Citometria de Fluxo, citometro FACSCalibur® (da BD Biosciences®) - trata-se de uma
técnica util na investigacao das anomalias plaguetares. O seu método foca-se na andlise do
n° e tamanho plaquetar, medicéo do n° e tipo de glicoproteinas de membrana e na avaliacao
da capacidade funcional das plaquetas, medindo marcadores de ativa¢do no estado basal e
apés estimulagdo com agonistas. Desta forma permite identificar deficiéncias de
glicoproteinas de membrana, associadas a doencas ja conhecidas, e a determinacdo do n° e
composi¢do do contetudo de granulos das plaquetas, bem como inferir o curso normal ou

andémalo das vias de ativagéo celular.

Agregacdao Plaquetar (LTA) (Sysmex®) — técnica que avalia disfungbes plaguetares através
da ativagdo plaquetar in vitro. Como substrato é usado plasma rico em plaquetas (PRP) ao
qual sdo adicionados diversos agonistas plaquetares (Acido araquidénico, Epinefrina, ADP,
TRAPG6, Colagénio, Ristocetina). Apos ativacdo da amostra com 0s agonistas procede-se a
leitura por turbidimetria/transmitancia de luz do PRP ativado - método Born. A leitura por
turbidimetria gera um grafico em que varios parametros séo avaliados - % de agregacao
maxima, % de agregacéo final, fase de laténcia, o declive do gréfico e a area debaixo da curva

(AUC). Este é método de referéncia (gold standard) da andlise da funcao plaquetar.

Teste de Geracdo de Trombina (TGT)- ST Genesia® (Stago®) - através do analisador ST
Genesia® é possivel medir as propriedades hemostaticas de uma amostra de plasma através

do sinal de fluorescéncia de um substrato fluorogénico adicionado e que sera convertido pela
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trombina. Esta andlise permite conhecer o potencial de geracao de trombina e é representado
pela curva de geracdo de trombina (Trombograma®). Vérios kits sdo usados, consoante a
analise que queremos fazer relativamente a geracéo de trombina, o STG® Tromboscreen —
avalia o risco trombotico e é feito em doentes com alteracBes do espetro das trombofilias — e

0 STG® Bleedscreen — permite avaliar o risco hemorragico.

lon GeneStudio S5 (Termo Fisher Scientific®): tecnologia de sequenciacdo de nova
geracdo (NGS) usada para o diagnéstico molecular das alteracdes encontradas no estudo. O
estudo molecular incluiu a sequéncia de um painel personalizado de 43 genes (Anexo ). As
variantes encontradas foram analisadas pelo software Clinvar e Varsome e classificadas

através das recomendacdes internacionais da ACMG/AMP.

4. Andlise dos Dados

O tratamento estatistico dos dados foi feito no Statistical Package for the Social Sciencies
(SPSS), versao 29 para Windows. As andlises de frequéncia foram feitas em diversos pontos
do estudo tanto para variaveis qualitativas nominais como quantitativas continuas.

As variaveis continuas apresentam-se sob a forma de média e desvio-padréo, ou mediana
e amplitude interquartil.

Andlises de comparacdo foram também efetuadas. Para anélise do comportamento das
variaveis e sua distribuicdo foi usado o Teste Kolmogorov-Smirnov (N> 50). Nas varidveis com
distribuicdo n&o-normal foi usado o Teste U de Mann-Whiney, ndo paramétrico, com um nivel

de significancia definido em 0.05.
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Resultados

Caracterizacdo da Amostra

Este estudo incluiu a participagdo de 31 doentes (casos-index) da consulta de
Hemostase do Hospital Pediatrico de Coimbra, em representacao de 31 familias. Participaram
ainda 72 familiares diretos dos casos-index, totalizando 103 participantes.

Dois grupos de estudo foram criados em fun¢éo da clinica hemorragica ou trombotica
que motivou a referenciacdo dos casos-index a consulta. A média de idades dos casos-index
foi de 8,23 + 5,20 anos (max = 17A; min = 6M) no grupo de hemorragia e de 10,19 + 5,94
anos (max = 15A; min = 14M) no grupo de trombose.

No grupo de hemorragia, num total de 81 participantes, 44 (54,3%) eram do sexo
feminino, entre eles 14 casos-index, e 37 (45,7%) do sexo masculino, incluindo 10 casos-
index. No grupo de trombose, dos 22 participantes, 10 (45,5%) eram do sexo feminino, entre

eles 3 casos-index, e 12 (54,5%) do sexo masculino, incluindo 4 casos-index (Tabela 1).

Tabela 1 | Caracterizagdo da Amostra

NUmero de familias

Amostra Grupo de Hemorragia Grupo de Trombose
Numero de individuos 81 22
24 7

Sexo
Feminino 44 (54,3%) 10 (45,5%)
Casos-index (N) (14) 3)
Masculino 37 (45,7%) 12 (54,5%)
Casos-index (N) (10) (4)
Idade, média + desvio padrao (em anos)
Casos index 8,23 +5,20 10,19 + 5,94
Familiares 24,69 + 17,55 28,42 + 16,81

Aplicados os scores de analise clinica, no grupo de hemorragia, 65 (80,2%) individuos
apresentam um score BAT-ISTH <3, enquanto 16 (19,8%) tém um score BAT-ISTH = 3. No
grupo de trombose, 18 (81,8%) apresentam um score IMPROVE <3 enquanto 4 (18,2%) tém
um score IMPROVE 2 3.

Todos os participantes realizaram estudos funcionais de rotina em hemostase e
estudos especificos de hemostase, escolhidos em funcdo dos resultados dos testes de rotina
feitos previamente. A frequéncia em que os testes de rotina e os testes especificos em

hemostase foram aplicados nos grupos de estudo encontra-se explanada na Tabela 2.
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A avaliacdo do gendtipo constituiu também uma varidvel neste estudo. O estudo

molecular assumiu ndo s6 um papel diagndstico como um papel de reorientacdo dos estudos

funcionais inicialmente focados em patologias mais frequentes, sem considerar outros

distlrbios por vezes menos relaciondveis com a clinica. A Tabela 2 inclui a frequéncia

percentual em que o estudo molecular fez parte das ferramentas diagndsticas instituidas.

Tabela 2 | Frequéncia em que os estudos funcionais e estudo molecular foram aplicados nos

grupos de estudo

Grupo de Hemorragia Grupo de Trombose
(N =81) (N =22)
Testes de rastreio TP 100% | TT 13,6%
(rotina) TTPa 100% Fibrinogénio 22, 7%
TT 21,0% | FVIlI 9,1%
Plaquetas 92,6% | A2 Antiplasmina 4,5%
Fibrinogénio 42.0% | PAI-1 4,5%
FYW: RC 67,9% | Plasminogénio 18,2%
Fator V 24,7% | Antitrombina 18,2%
Fator VII 16,0% | Proteina C: funcional 40,9%
Fator VIII 69,1% | Proteina S: livre 54,5%
Fator 1X 7,4% Homocisteina 4,5%
Fator X 6,2%
Fator XI 9,9%
Fator XII 4,9%
Fator XIII 11,1%
Testes Especificos | Rotem 3,7% | TGT Thrombo Screen 9,1%
Quantra 2,5%
TGT Bleed Screen 7,4%
LTA 11,1%
Citometria de fluxo 9,9%
PFA (colagénio/epinefrina) 49,4%
PFA (colagénio/ADP) 46,9%
Estudo molecular Casos-index (N = 24) 100% | Casos-index (N =7) 100%
Familiares (N = 57) 75,4% | Familiares (N = 15) 93,3%

Legenda: TP — Tempo de protrombina; TTPa — Tempo de Tromboplastina parcial ativada; TT — Tempo
de Trombina; FvW: RC — Fator de von Willebrand: cofator ristocetina; PAI-1 — Inibidor 1 do ativador do
plasminogénio; ROTEM — Tromboelastograma rotacional; TGT — Tromboelastograma; LTA — Teste de

agregacdao plaquetar; PFA — Teste de funcéo plaquetar;
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Grupo de Hemorragia

Neste grupo incluiram-se todos os participantes chegados a consulta de hemostase
por clinica hemorragica ou alteragcdes analiticas “de novo” que configuravam um risco
hemorragico previsivel aumentado. Dentro dos motivos de consulta especificos (MCE) em
hemorragia, 55 (67,9%) dos individuos foram selecionados para estudos familiares, 8 (9,9%)
foram incluidos no estudo por alteracdo dos tempos de coagulacdo e 4 (4,9%) por
epistaxis. Outros MCE apresentados foram petéquias em 3,7% dos casos, historia familiar
sugestiva de tendéncia hemorragica, hemorragia do SNC e DvW tipo 1 em 2,5% dos casos
cada um respetivamente e equimoses, hematomas, gengivorragias, menorragias e
coagulopatia refrataria a vitamina K e Hipofibrinogenemia em 1,2% dos casos, cada um
respetivamente (Anexo ll).

O estudo iniciou-se com o calculo do score de andlise clinica (BAT-ISTH) e um estudo
analitico de primeira fase, a incluir hemograma, contagem de plaquetas, tempos de
coagulacgdo (TP, TTPa, TT) e fibrinogénio. Incluiu também o doseamento de alguns fatores
procoagulantes nos casos em que a clinica era muito sugestiva. Nesta analise, em 75
individuos, 1,3% apresentou nimero de plaquetas diminuido, sendo que o valor minimo foi de
28,3x10°%L. Nos tempos de coagulacdo 4,9% e 9,9% dos 81 individuos, apresentaram
respetivamente TP e TTPa prolongados, sendo que o valor maximo de TTPa foi de 65,8
segundos. O fibrinogénio, medido em 34 participantes, revelou-se diminuido em 14,7% dos
casos, com um minimo de 96 mg/dL (Anexo llI).

A segunda fase de estudo incluiu a realizagédo dos testes de rotina em hemostase e
dos testes especificos muitas vezes pedidos em simultaneo ou subsequencialmente usando
a mesma amostra sanguinea. No grupo de hemorragia, o teste de rotina mais frequentemente
alterado foi o FVW:RC, em 18,5% dos casos. Dos testes especificos realizados, o teste mais
frequentemente alterado foi o PFA (colagénio/ADP) em 32,1% dos casos (prolongado em
28,4% dos casos).

Dos individuos que fizeram estudo molecular em hemorragia (Tabela 1), 80 alterages
moleculares foram encontradas. O gene em que se detetaram mais alteracdes foi o gene
VWEF, onde se observaram 31,25% das variantes encontradas. Todos 0s genes nos quais se
encontraram alteragGes moleculares estdo descritos no Anexo IV. De todas as alteragbes
moleculares encontradas, 46 (57,5%) foram classificadas como patogénicas, 13 (16,25%)
como variantes de significado incerto (VUS) e 9 (11,25%) como provavelmente patogénicas
(Anexo V).

Pela realizacao de testes funcionais em hemostase e do estudo molecular foi possivel

encontrar, na maioria dos casos, uma explicacao para a clinica apresentada pelos doentes.
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Varios diagndsticos foram atribuidos aos casos-index e varias doencas familiares
foram estabelecidas apds estudadas as familias. Como forma de categorizar as doencgas
familiares encontradas na amostra de hemorragia, grupos de doencas foram estabelecidos
(Gréfico 1).

Trombofilia
Hemofilia (N=2/81)

(N=5/81)
Alteracgdes do \ |2’47%
Plasminogénio
(N =4/81) N
4,94%
Alteragdes de
Fibrinogénio
(N=8/81) 9,88%
40,74%

Deficiéncia de Fatores _/
(N=29/81)

Doenca de von
Willebrand
(N=233/81)

Grafico 1 | Grupos de Doenca em Hemorragia

No grupo Doenca de von Willebrand (DvW) (N = 33), 19 individuos (57,58%), num
total de 6 familias, tiveram o diagnostico de DvW tipo 1. Dos restantes, 4 individuos (12,12%)
de uma familia tiveram o diagnéstico de DvW tipo 2B, deficiéncia de fator V e alteracao no
gene NBEAL2 e os restantes tiveram diagnésticos de DvW tipo 1 e outras alteracbes
moleculares noutros genes de hemostase (Anexos VI, VII).

No grupo Deficiéncia de Fatores (N = 29), 6 individuos (20,69%) de uma Unica familia,
obtiveram o diagndstico de deficiéncia de fator V. Em 9 individuos, de 3 familias diferentes, a
deficiéncia de fator V foi descoberta em associacdo com outras alterag6es moleculares que
também configuram risco hemorragico (Anexo VI, VIII). Outras deficiéncias de fatores (fator
VII, X, XI) foram também encontradas em menor nimero (Anexo VI, VIII).

Dentro das Alteraces de Fibrinogénio, foram diagnosticados 3 casos de
Hipodisfibrinogenemia, numa familia, e 5 casos de Hipofibrinogenemia, noutra familia (Anexos

VI, IX). As Alteragdes do Plasminogénio, em particular do ativador de plasminogénio

23



tecidular (t-PA), verificaram-se em 4 participantes de uma mesma familia (Anexos VI, X).
Foram ainda registados 5 casos de Hemofilia A, todos dentro da mesma familia (Anexos VI,
XI). Ainda no grupo de hemorragia registaram-se 1 caso de deficiéncia de antitrombina e 1
caso em que o participante é portador da variante PRT 20210GA, ambas as situacbes
consideradas trombofilias (Anexo VI).

Dentro das doencas familiares acima descritas, a DvW e a deficiéncia de fator V
assumem a maioria dos casos. Analises estatisticas das variaveis, score de hemorragia e
niveis de FYW:RC nos individuos com alteracdo no gene VWF e das variaveis score de
hemorragia e niveis de fator V nos individuos com alteracdo no gene F5 foram feitas. Em
ambas as andlises, as comparac¢fes foram feitas relativamente aos individuos do grupo de
hemorragia que ndo apresentavam alteracdo nos genes mencionados.

Nos individuos com alteracdo molecular no gene VWF foi possivel perceber uma
diferenca estatisticamente significativa (p <0,05), relativamente ao facto de estes terem um
score de hemorragia mais elevado e niveis de FvW:RC mais baixos, em comparagdo com os
individuos do grupo de hemorragia sem alteracdo no gene VWF (Tabela 3).

Nos individuos com alteracdo molecular no gene F5, tais diferencas estatisticamente
significativas ndo se verificaram em nenhuma das variaveis estudadas (p> 0,05) (Tabela 3).

Tabela 3 | Andlise comparativa de variaveis entre individuos com alteragdo molecular nos
genes VWF e F5 e individuos com variantes noutros genes

Mediana (AlQ)

Variaveis U Valor p
Gene VWF Outros genes
Score de 2,0 (1,0) 1,0 (3,0) 476,0 0.036
Hemorragia
FvW: RC (%) 41,0 (32,1) 78,2 (39,1) 129,0 <0.001

Mediana (AlQ)

Variaveis U Valor p
Gene F5 Outros genes
Score de 1,0 (2,0) 0,0 (2,0) 296,0 0,659
Hemorragia
Fator V (%) 60,80 (34,2) 76,0 (50,6) 39,5 0,447

Legenda: U — Teste U de Mann-Whitney; AlIQ — Amplitude Interquartil; FvW: RC — Fator de von
Willebrand: cofator ristocetina;
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Grupo de Trombose

No grupo de trombose foram incluidos os participantes vindos a consulta de
hemostase por antecedentes pessoais (casos-index) ou familiares de eventos trombdéticos
ndo explicados ou alteragbes analiticas compativeis com maior risco protromboético. Dentro
dos MCE em trombose, dos 22 individuos incluidos, 13 (59,1%) vieram por estudos familiares,
4 (18,2%) por historia familiar de evento trombaético suspeito, 1 (4,5%) por sindrome de Budd-
Chiari, 1 (4,5%) por enfarte cerebral, 1 (4,5%) por FV Leiden, 1 (4,5%) por trombose venosa
superficial do membro superior direito (TVS do MSD) e, por fim, 1 (4,5%) por
tromboembolismo pulmonar (TEP) (Anexo II).

Tendo em conta a especificidade dos motivos de consulta em trombose, o estudo
destes doentes iniciou-se em todos os casos com o calculo do score de anadlise clinica
(IMPROVE), prosseguindo para a realizagdo dos testes de rotina em hemostase, com a
realizagcdo simultanea ou subsequente dos testes especificos de coagulagédo para estudo de
tendéncia trombdética. Dos testes de rotina realizados, o que se revelou mais vezes alterado
neste grupo foi os niveis de Proteina C funcional em 18,2% dos casos.

Dos individuos que fizeram estudo molecular em trombose (Tabela 1), 20 alteractes
moleculares foram encontradas. O gene em que foram mais frequentemente encontradas
alteracdes foi 0 PROS1, em 30,00% das variantes encontradas. Os restantes genes alterados
neste grupo encontram-se em Anexo Xl. De todas as altera¢cdes moleculares encontradas, 11
(55,0%) foram classificadas como patogénicas, 7 (35,0%) como provavelmente patogénicas,
1 (5,00%) como polimorfismo funcional e 1 (5,00%) como variante de significado incerto
(Anexo XIII).

Através das alteracGes encontradas nos testes funcionais de coagulacdo e dos
resultados dos estudos moleculares foi possivel atribuir um diagnostico aos casos-index. O
diagnéstico molecular per si levou a necessidade de estudar as familias dos propdésitos. A
descoberta das mesmas alteragdes funcionais e moleculares nos seios familiares levou a que
os diagnosticos iniciais dos casos-index fossem considerados doencgas familiares (Gréfico 2).

Dos 22 individuos incluidos neste grupo, 7 (31,81%), em duas familias diferentes,
apresentaram Deficiéncia de Proteina S. Nas restantes 5 familias foram feitos 5
diagnoésticos, um para cada uma delas. Em 4 (18,18%) individuos foi descoberto Deficiéncia
de Proteina C, 3 (13,64%) tinham Alteracdes da fibrindlise, outros 3 (13,64%) individuos
sdo Portadores da variante PRT20210GA, 3 (13,64%) sao Portadores da variante FV
Leiden e deficiéncia de PAI-1 e 2 (9,09%) individuos sdo Portadores da variante FV Leiden

e Deficiéncia de Proteina S (Gréfico 2, Anexo XIV).
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Correlagdes fenotipo-genotipo nos grupos de Hemorragia e Trombose

Terminado o estudo laboratorial e molecular e aferidas as doencas familiares que
podem justificar a clinica apresentada pelos individuos, procedeu-se ao estudo da correlacédo
fendtipo-gendtipo nos grupos de hemorragia e trombose.

Como fenotipo entende-se o fendtipo clinico (“Clinica”), avaliado pelo valor do score
de andlise clinica, e o fenétipo laboratorial (“Estudos funcionais”). A clinica foi considerada
significativa nos casos em que o score de analise clinica foi = 3 nas criangas, = 6 nas mulheres
adultas e =2 4 nos homens adultos. O fendtipo laboratorial foi inferido pelos resultados e
alteracBes detetadas nos estudos funcionais previamente feitos.

O gendétipo (“Estudo molecular”) foi determinado pela existéncia de alteracées em
genes de hemostase/ trombose.

O objetivo desta analise passou por tentar perceber de que forma os estudos
funcionais ou o estudo molecular se podiam associar e justificar a clinica apresentada pelo
doente e se o0 estudo molecular previsivelmente se associava as alteragfes detetadas nos
estudos funcionais. Esta analise foi feita de forma individual, para cada participante, no
entanto, os dados foram organizados por grupos de doenca.

A andlise incluiu as correlagbes parciais entre as variaveis “Clinica” e “Estudos
funcionais”, “Clinica” e “Estudo Molecular’, “Estudos funcionais” e “Estudo molecular” e ainda
a correlacdo total Fendtipo-Gendtipo, determinada pela existéncia de pelo menos uma

correlagéo parcial positiva a envolver o estudo molecular (Tabela 4).
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Tabela 4 | Correlacdes fenotipo-gendtipo nos grupos de Hemorragia e Trombose

Grupo de Hemorragia

Grupo de Trombose

Correla(;ées parciais D Deficiéncia Alteragdes de Alteracdes do - AlteragOes da Deficiéncia de Deficiéncia de Fator V PRT
VW de Fat Fibrinogeni Plasminogéni Al I Fibrinoli Proteina C Proteina S Leid 20210GA
N=33) e Fatores ibrinogénio asminogénio (N=5) ibrindlise roteina roteina eiden
( (N=29) (N=8) (N=4) (N=3) (N=4) (N=7) (N=5) (N=3)
Clinica «» Estudos
. . bec 5 (15,2%) 4 (13,8%) 1(12,5%) 2 (50,0%) 2 (40,0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (14,3%) 2 (40,0%) 0 (0%)
funcionais ™
Clinica «» Estudo
molecular & b, c, d 5 (16,1%) 3 (18,8%) 1(14,3%) 2 (50,0%) 1 (25,0%) 1(33,3%) 0 (0%) 1(16,7%) 2 (40,0%) 0 (0%)
Estudos funcionais «»
Estudo molecular 24 (77,4%) 12 (75,0%) 5 (71,4%) 0 (0,0%) 3 (75,0%) 0 (0%) 3 (75,0%) 2 (33,3%) 3 (60,0%) 0 (0%)
a,b,cd
Correlagéo
Fenotipo «» Geno6tipo 24 (77,4%) 12 (75,0%) 5 (71,4%) 3 (75,0%) 4 (100,0%) 1 (33,3%) 3 (75,0%) 2 (33,3%) 3 (60,0%) 0 (0%)
a,b,cd

Legenda: DvW — Doenca de von Willebrand; PRT 20210GA — Proteina 20210GA

& No grupo DVW a amostra considerada foi de 31 individuos, menos 2 individuos que na correlacgéo clinica «» estudos funcionais; no grupo Deficiéncia de Fatores a amostra
considerada foi de 16 individuos, menos 13 individuos que na correlagdo clinica «» estudos funcionais; no grupo AlteragBes de Fibrinogénio a amostra considerada foi de 7
individuos, menos 1 individuo que na correlagdo clinica «» estudos funcionais; no grupo Hemofilias a amostra considerada foi de 4 individuos, menos 1 individuo que na

correlagédo clinica «» estudos funcionais;

b No grupo Altera¢des do plasminogénio a amostra considerada foi sempre de 4 individuos;

€ No grupo Alteracées da Fibrindlise a amostra considerada foi sempre de 3 individuos, no grupo Deficiéncia de Proteina C, 4 individuos, no grupo FV Leiden, 5 individuos e no

grupo PRT 20210GA a amostra considerada foi sempre 3 individuos;

d'No grupo Deficiéncia de Proteina S a amostra considerada foi de 6 individuos, menos 1 individuo que na correlagéo clinica «» estudos funcionais;
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Variantes de significado incerto (VUS)

De todas as alteragbes moleculares encontradas no estudo, 14 foram classificadas
como variantes de significado incerto (VUS), 13 (16,25%) no grupo de hemorragia e 1 (5,00%)
no grupo de trombose (Anexos V e XIlII).

Estudadas as suas correlagbes parciais verificou-se que 5 VUS apresentavam uma
correlacdo positiva entre a clinica e os estudos funcionais, 5 uma correlagéo positiva entre a
clinica e o estudo molecular e 10 uma correlacéo positiva entre os estudos funcionais e o
estudo molecular. A correlacdo entre o fendtipo e o genétipo verificou-se em 12 dos 14
individuos. N&o obstante, é importante mencionar que 8 dos 12 individuos com correlacéo
fenétipo-gendtipo tinham, além destas variantes, outras classificadas como patogénicas.

Neste sentido, h4 a destacar 4 individuos, todos pertencentes ao grupo de hemorragia,

ainda que associadas a doencas familiares j& descritas.
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AlteracBes moleculares previsivelmente associadas a patologia plaquetar congénita

Analisados os genes alterados nos grupos de hemorragia e trombose (Anexos IV e
XIll), ndo obstante os resultados ja apresentados, alteracdes moleculares previsivelmente
associadas a patologia plaquetar congénita foram encontradas em individuos do grupo de
hemorragia, em associacdo a DvW, deficiéncia de fator V e deficiéncia de plasminogénio
(Anexos VII e VIII).

De um total de 7 individuos com alteragcdes moleculares associadas a patologia
plaguetar, 3 apresentaram variantes nos genes ITGA2B e ITGB3. Estes 3 individuos, todos
da mesma familia, realizaram testes especificos adicionais - PFA, LTA e citometria de fluxo,
que se revelaram alterados (Anexo XV). Em outros 2 individuos pertencentes a outra familia,
verificou-se também uma alteragdo no gene TUBBL1. Por fim, numa 32 familia, 2 individuos
apresentaram uma variante no gene NBEAL2 posteriormente funcionalmente investigada e
corroborada por alteracbes compativeis com tendéncia hemorragica nos testes LTA e

citometria de fluxo (Anexo XV).
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Discussao

O estudo das doencas da coagulacdo em Pediatria, quer trombdticas, quer
hemorragicas, reveste-se de desafios particulares, ndo sé pelo pequeno niumero de desafios
hemostaticos, reveladores de sintomas, como também pela dificuldade de obtencédo de
grandes quantidades de amostra para estudos laboratoriais, que, adicionalmente, séo dificeis
de interpretar devido a escassez de parametros de normalidade em individuos pediatricos
saudaveis.

O esclarecimento destas patologias requer uma avaliacdo clinica pormenorizada e a
utilizacdo de testes laboratoriais funcionais e moleculares altamente especificos, nao
disponiveis em todos os laboratérios de rotina, e que muitas vezes geram resultados que nao
sdo totalmente congruentes entre si, ou com a clinica, tornando o diagndstico de
coagulopatias em idade pediatrica dificil e complexo.

Foi neste sentido que 103 doentes da consulta de Hemostase do Hospital Pediatrico
foram recrutados para este trabalho. No grupo de hemorragia foram incluidos 81 participantes
(24 familias), nos quais 44 (54,3%) eram do sexo feminino e 37 (45,7%) do sexo masculino,
verificando-se assim uma homogeneidade na distribuicdo relativamente ao sexo. No grupo de
trombose, com 22 individuos (7 familias), verificou-se essa mesma homogeneidade, 10
(45,5%) individuos eram do sexo feminino e 12 (54,5%) individuos eram do sexo masculino.
A idade média dos casos-index no grupo de hemorragia (8,23 = 5,20 anos) revelou-se inferior
a idade média dos casos-index do grupo de trombose (10,19 + 5,94 anos), o que em acordo
com a literatura, indica maior prevaléncia de fenémenos trombéticos na adolescéncia.® Tal
podera estar associado ao facto de os eventos trombéticos serem multifatoriais,
nomeadamente com os fatores de risco ambientais a serem mais frequentes com o0 aumento
da idade.

Motivos de Consulta Especificos (MCE)

No grupo de hemorragia (GH), o MCE mais frequente foram os estudos familiares, em
67,9% dos casos, uma vez que a maioria da amostra é constituida pelos familiares dos casos-
index. Em 9,9% dos casos a alteragédo dos tempos de coagulacao foi o motivo de pedido de
consulta, seguindo-se as epistaxis frequentes e de dificil controlo em 4,9% dos individuos, o
que corresponde a 33,3% e a 16,7% dos casos-index incluidos no GH, respetivamente.

De acordo com a literatura, existem sintomas hemorragicos cuja presenca é mais
sugestiva de, ou esta mais associada a disturbios da hemostase primaria e outros a disturbios
da hemostase secundéaria.>®> As hemorragias cutaneo-mucosas, de que sdo exemplo

frequente as epistaxis, sdo muito sugestivas de alteracdes da hemostase primaria, em muitos
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casos, doenca de von Willebrand, que se mostrou precisamente a patologia predominante no
nosso estudo (40,74%), sendo também uma das doencas hemorragicas congénitas mais
frequentes.

No grupo de trombose (GT), o motivo de consulta especifico mais frequente foram, de
igual forma, os estudos familiares, em 59,1% dos casos, pelo mesmo motivo apresentado no
grupo de hemorragia. Em 18,2% dos casos, a histéria familiar de evento trombdético foi o
motivo de referenciacdo a consulta, o que corresponde a 57,1% dos casos-index incluidos no
GT. Nao obstante este ser um motivo frequente para estudos da coagulacao em idade adulta,
em Pediatria, a indicacao para estes estudos é mais restrita. Na crianca, tais estudos apenas
se aplicam aos individuos que ja tiveram trombose, com o objetivo principal de avaliar qual o
risco previsivel de recidiva no préprio. No adulto os estudos podem ser feitos a individuos com
e sem doenca, neste Ultimo caso, também para tornar possivel a prevencdo de novos

episodios trombdéticos e o controlo dos riscos nos familiares assintomaticos.

Scores de Analise Clinica

Os scores de analise clinica tém valores de corte claros relativamente aos quais 0s
devemos considerar significativos.®2? A utilizacdo de scores de andlise clinica é uma das
preocupacdes da comunidade cientifica, no sentido de homogeneizar a avaliacédo de doentes.
Exemplo disso é o BAT-ISTH usado neste estudo.

O BAT-ISTH é um score de analise clinica que, aquando da primeira avaliacdo do
doente, apenas considera as situagdes de desequilibrio hemostético ocorridas até entdo. Nao
obstante, o BAT-ISTH deve ser atualizado ao longo da vida do doente. O mesmo acontece
com o score de clinica trombdtica IMPROVE.

Na nossa amostra, um nimero reduzido de individuos apresenta scores significativos,
facto que, sobretudo no que diz respeito ao score de hemorragia, se justificara pelos poucos
desafios hemostaticos (cirurgia, procedimentos invasivos) a que uma populacdo pediatrica/
jovem habitualmente é submetida. As patologias em questao, sejam patologias de plaqueta,
défices de fatores de coagulacéo ou défices de anticoagulantes naturais, estdo muitas vezes
dependentes de contextos de stress hemostatico para que se venham a manifestar. Por esta
razao, a auséncia de clinica significativa, dentro dos cuttoffs do score, pode nédo ser sinénimo

de auséncia de doencga.

Estudos Funcionais em Hemostase
A decisdo de progredir para o estudo laboratorial foi tomada, em primeiro lugar, em

funcéo da clinica do doente (score obtido), mas também em funcéo dos seus antecedentes
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patolégicos pessoais, da possibilidade de um contexto premente de procedimento invasivo ou
cirurgia e, ainda dos antecedentes familiares.

Em doentes em que se acaba por diagnosticar uma doenc¢a hemorragica é comum o
motivo inicial de referenciagdo a consulta ser o apresentar tempos de coagulacédo
prolongados. O mesmo ndo sucede nos doentes com patologia trombaética, em que 0 motivo
inicial de referenciacdo serd a historia pessoal ou familiar positiva, e hdo um encurtamento
dos tempos de coagulacao, algo que ndo corresponde diretamente a um aumento do risco
trombético.* Por esta razdo, os tempos de coagulacdo nido sdo considerados testes de
rastreio no grupo de trombose.

Os testes usados para o0 estudo de clinica hemorragica sédo diferentes, numa fase
inicial, dos testes usados para clinica trombdtica, avaliando atores distintos do modelo celular
da hemostase — 1) Testes de rastreio gerais: TP, TTPa, TT, plaquetas e fibrinogénio, 2) Testes
especificos comuns a trombose e hemorragia: A2-antiplasmina, PAI-1, plasminogénio, 3)
Testes especificos de hemorragia: Doseamento de fatores, FVIII, FvW, 4) Testes especificos
de trombose: Antitrombina, PC, PS, homocisteina.

No entanto, as reac6es da hemostase sao geradas por inimeros sinais proteicos e
elevado nimero de mecanismos de feedback positivo e negativo. Assim, muitas das proteinas
envolvidas no fendbmeno da hemostase tém dupla funcdo, quer procoagulante, quer
anticoagulante, pelo que, em fases mais avancadas da investigacdo, os estudos de doenca
hemorragica e protromboética podem ser exatamente 0s mesmos, ainda que interpretados
duplamente - aumento de quantidade/ aumento de funcdo vs diminuicdo de quantidade/
diminuicdo de fung&o da proteina estudada.

No grupo de hemorragia o teste de rastreio mais frequentemente alterado foram os
niveis de FVW:RC. O FvW é avaliado de forma quantitativa e qualitativa. Através do teste de
atividade do cofator da ristocetina (niveis de FvW: RC) conseguimos avaliar a capacidade de
ligagdo do antigénio do FVW as plaquetas (glicoproteina Ib). O facto de ser necessaria uma
guantidade e atividade normais do FVW para que o teste se apresente normal, torna a medic&o
do FYW:RC o teste padréo inicial (teste de rastreio) quando a suspeita € a doenga de von
Willebrand.

Dos testes especificos em hemorragia, o mais frequentemente alterado foi o PFA
(colagénio/ADP) em 32,1% dos casos, sendo que em 28,4% se encontrava prolongado. A
técnica de PFA-200 é usada para avaliar a funcionalidade plaguetar, nas etapas de adesao e
agregacdo, na qual participa também o fator de von Willebrand. O PFA é, assim, um teste
adequado sobretudo para o rastreio de Doencga de von Willebrand e disfungdes plaquetares
graves, sendo clara nos dias de hoje a sua utilidade como técnica de rastreio da doenca de
von Willebrand, mas de baixa capacidade discriminatéria para alteracbes plaquetares

ligeiras.3>3¢
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No grupo de trombose, o teste de rotina mais frequentemente alterado foram os niveis
de Proteina C: funcional - diminuidos em 18,2% dos casos - contrariamente ao que seria de
esperar, tendo em conta que a doenca familiar mais prevalente no grupo de trombose foi a
deficiéncia de proteina S, facto que pode estar relacionado com a ndo detecdo de mutacao
no gene PROC no estudo molecular em alguns individuos com deficiéncia laboratorial de
proteina C. Nenhum participante apresentou alteracéo no teste TGT Thrombo Screen, um dos

testes especificos em hemostase usado para avaliar risco trombatico.

Estudo molecular e Variantes de Significado Incerto

Todos os casos-index fizeram estudo molecular, e em todos esses casos foram
identificadas alteragdes moleculares em genes de hemostase. A sele¢éo dos familiares para
estudo molecular foi feita em funcéo dos resultados dos seus estudos funcionais. Na maioria
dos casos, o primeiro selecionado foi o progenitor com os resultados laboratoriais funcionais
mais concordantes com o diagnéstico molecular do caso-index. Nos grupos de hemorragia e
trombose, 75,4% e 93,3% dos familiares, respetivamente, fizeram estudo molecular, isto
porque, se avangou para o estudo do 2° progenitor sempre que no 1° ndo se detetou a
alteragcdo molecular. Isto significa que por vezes os estudos funcionais ndo permitem
imediatamente prever se o individuo € ou ndo portador de alteracdes moleculares que o0s
expliguem e, ainda, que essa dificuldade pode ser maior em patologia protrombética.

Algumas variantes de significado incerto (VUS) foram encontradas e a duavida
relativamente ao seu contributo para o fenétipo clinico preocupa os clinicos no que respeita a
orientacdo dos seus doentes. A literatura considera os estudos familiares uma mais-valia para
o melhor entendimento da expresséao fenotipica destas variantes.®” Por outro lado, a mesma
fonte refere que ndo é incomum a sua reclassificacdo se novas andlises forem feitas, 3’ pelo
gue se sugere a sua reavaliacdo em estudos futuros.

Neste estudo, das 14 VUS encontradas 3 foram no gene PLAT em elementos da
mesma familia. O gene PLAT codifica o ativador do plasminogénio tecidular (t-PA) que é
responsavel pela conversao do plasminogénio em plasmina, sendo, portanto, um ativador da
fibrindlise.®® As variantes patogénicas neste gene originam uma diminuicdo dos niveis de
plasminogénio o que constitui uma alteracdo molecular de caris protrombdtico. No entanto, o
caso-index desta familia, referenciado a consulta por hemorragia do SNC a nascenca,
apresentando um BAT-ISTH = 4, ndo apresentava outras alteracdes nos estudos funcionais
além de um prolongamento do PFA (col/ADP), nem mesmo outras alteracdes moleculares
que expliquem a clinica apresentada. Perante estes resultados fica a divida relativamente a
influéncia da alteracao no gene PLAT na clinica do doente — teria 0 doente uma clinica ainda

mais exuberante, ndo fosse a tendéncia protrombdética conferida por essa alteragdo? Nao s6
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por esta questdo, mas também pelo antecedente hemorragico grave do doente, considera-se
importante o estudo mais aprofundado e 0 acompanhamento desta familia.

Outras VUS foram reconhecidas em genes como F10 (N=1), NBEAL2 (N=2; 1 familia),
ITGB3 (N=3; 1 familia), PROC (N=2; 2 familias), SERPINF2 (N=3; 1 familia). No caso do gene
PROC, numa das familias, o caso-index apresentava uma clinica trombética significativa
(IMPROVE = 3) e apesar dos baixos niveis de proteina C, € importante referir que o caso-
index vem a consulta por clinica hemorragica significativa (BAT-ISTH = 4). Além do gene
PROC, neste doente também o gene F11 se encontra alterado com uma variante classificada
como patogénica. Os niveis diminuidos de FXI corroboram a altera¢cdo molecular encontrada
e explicam a clinica do doente, que € alias o motivo de consulta, ndo havendo outras
alteracOes laboratoriais. No entanto, e mais uma vez, levanta-se a possibilidade de o doente
poder ter uma clinica hemorragica ainda mais grave, ndo fosse a tendéncia protrombdética
acrescentada pela VUS encontrada.

Relativamente ao gene SERPINF2, este € um gene codificador da proteina A2
Antiplasmina, o principal inativador da plasmina na fase fibrinolitica e, portanto, uma alteracao
neste gene resulta numa tendéncia hemorragica.*® O doente em que se detetou a alteracédo
molecular neste gene, apresentou clinica hemorragica, ainda que nao significativa (BAT-ISTH
<3), explicada, eventualmente, pela compensacao “negativa” na fibrindlise associada a esta
alteracdo e pela compensacao “positiva” consequéncia de outras alteracbes que o doente
também tinha nos genes VWF e F10. O facto das alteragBes laboratoriais nos permitirem
diagnosticar tanto a Deficiéncia de A2 Antiplasmina, como a DvW e a Deficiéncia de fator X,
levam a supor uma de duas coisas — o doente ainda néo foi sujeito a situagfes de desafio
hemostatico suficientes para ter uma clinica hemorragica significativa ou entéo, o score BAT-

ISTH é mais uma vez insuficiente na forma como nos permite percecionar a clinica do doente.

Doencgas Familiares

Das doencas familiares encontradas no grupo de hemorragia, ha a destacar a doenca
de von Willebrand em 40,74% dos participantes incluidos no grupo, sendo a sua maioria casos
de DvW tipo 1 (57,58%), a forma mais frequente da doenca. No grupo de DvW, 30,3% dos
participantes sdo casos-index, sendo que dos casos com DvW tipo 1, 31,6% correspondem
também a casos-index.

Varias deficiéncias de fatores e outras alteracdes da hemostase, como alteracdes de
plaqueta, estdo descritas em associacdo a doenca de von Willebrand. Tal como a literatura
aponta,*® também no nosso estudo, a deficiéncia de fator Xl foi a deficiéncia de fator

associada a DvW mais frequentemente encontrada. Esta associacdo esta descrita
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principalmente na presenca de niveis de fator VIII normais e TTPa prolongado,*° algo que de
facto se verifica nos nossos participantes.

Tendo em conta a elevada prevaléncia da DvW no nosso estudo, e em geral nos
estudos sobre doencas da hemostase, achamos pertinente tentar perceber se algum dos
nossos achados teria significado estatistico.

Da andlise comparativa, entre os individuos com alteracdo no gene VWF e os restantes
individuos com alteracées moleculares em qualquer outro gene, concluiu-se que existem
diferencas estatisticamente significativas relativamente ao score de hemorragia e aos niveis
de FYW:RC. Individuos com alteracdo no gene VWF apresentam scores de hemorragia mais
elevados e niveis de FYW:RC diminuidos em comparacdo com 0s restantes mencionados.
Esta andlise faz-nos pensar que a DvW sera uma doenga com uma clinica mais evidente, em
comparagdo com as outras, e reforca ainda o papel dos niveis de FYW:RC como um bom
teste de rastreio para o diagnéstico de DvW e para nos fazer avancar com maior certeza para
0 estudo molecular.

Ainda no grupo de hemorragia, de forma pouco previsivel, foram detetadas alteragcdes
moleculares associadas a Trombofilia, como a variante PRT20210GA e alteracdes no gene
SERPINC1, sem que se tivesse diagnosticado qualquer doenca hemorragica. As trombofilias
como o proprio nome indica sao disturbios da coagulacéo que configuram um risco trombatico
superior ao da populagdo em geral. Em individuos cujo motivo de observagao em consulta foi
a presenca de clinica hemorragica significativa (BAT-ISHT = 3), o diagndstico de uma doenca
trombdtica surge como algo inesperado e pode levar-nos a tecer consideragfes sobre a clinica
hemorragica apresentada pelo doente e a influéncia que esta trombofilia pode ter nesta -
provavelmente a clinica hemorragica estara atenuada pela presencga da trombofilia.

A heterozigotia para a variante FV de Leiden é a trombofilia congénita mais frequente,
cuja prevaléncia atinge 3-7% da populag&o europeia, seguida da heterozigotia para a variante
Protrombina 20210GA, com uma prevaléncia de 0.7-4% da populagédo europeia. O risco
relativo para o primeiro episédio de tromboembolismo venoso é de 3-5% e 2-3%,
respetivamente.** No nosso estudo, aproximadamente 50% dos casos de trombofilia
congénita no grupo de trombose sdo deficiéncias das proteinas S (31,81%) e C (18,18%),
diagnosticadas em dois dos casos-index (2 familias) e um caso-index (1 familia),
respetivamente. Esta prevaléncia pode estar relacionada com o facto de estas serem
trombofilias mais graves, passiveis de causarem trombose em idades mais jovens. Na
populacao europeia, a sua prevaléncia é de 0.03-0.5% no caso da deficiéncia de proteina S
e 0.2-0.4% no caso da deficiéncia de proteina C. Os seus riscos relativos para o primeiro
episédio de tromboembolismo venoso sdo de 1-10% e 4-6%, respetivamente.*!

O FV de Leiden foi também uma das trombofilias encontradas no grupo de trombose,

em associacdo com a deficiéncia de PAI-1 em 13,64% dos casos e com deficiéncia de
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proteina S em 9,09% dos casos. A respeito da primeira associa¢do, surge a duvida
relativamente a influéncia da deficiéncia do PAI-1 no risco trombético aumentado provocado
pelo FV Leiden. Vérios estudos existem sobre o aumento dos niveis de PAI-1 e a sua
contribuicdo para o tromboembolismo venoso e arterial.#? No entanto, ha estudos
contraditérios e que ndo conseguem relacionar o aumento de PAI-1 a um maior risco
trombotico.*? Da mesma forma, a literatura falha também em esclarecer a influéncia da
deficiéncia de PAI-1 na ativacdo da fibrindlise e de que forma isto contraria a tendéncia
tromboética de um individuo que associadamente tem FV de Leiden. Posto isto, torna-se
evidente a necessidade de mais estudos, relativamente a estas questdes, sugerindo-se a
realizacao de testes globais de hemostase, a incluir o teste de geracéo de trombina (TGT). O
TGT € um teste capaz de reproduzir in vitro o0 processo de geracdo de trombina que
fisiologicamente ocorre na fase de hemostase secundaria.*®* A trombina é uma proteina com
um papel central na cascata de coagulacdo que inclusive pode tanto assumir um papel
procoagulante como anticoagulante, também avaliado no TGT. Por estas razfes, a literatura
considera este teste uma mais-valia, sendo usado na prética clinica com o intuito de prever o

risco trombotico ou hemorragico de doentes com patologia da hemostase.*

Correlagdes Feno6tipo-Genotipo

Este foi 0 objetivo principal do estudo: correlacionar o fenétipo clinico e/ou laboratorial
do doente com 0 seu genotipo, ou seja, a alteracdo molecular encontrada no painel de genes
de trombose e hemostase. O objetivo secundario do estudo passou por tentar perceber qual
a variante fenotipica (clinica ou estudos funcionais) contribui mais para a existéncia da
correlagdo fenotipo-gendtipo, ainda que um diagnostico global deva ser feito com base no
“todo” e ndo apenas em partes do achado.

Esta analise foi feita de forma individual, contudo, os resultados foram apresentados
por grupos de doenca para que também nesse sentido se pudesse avaliar o contributo da
clinica e dos estudos laboratoriais para o diagnéstico. Sera de notar que o estabelecimento
das correlacdes parciais com o estudo molecular e a correlacao total fenétipo-genoétipo apenas
foi possivel nos participantes que fizeram estudo molecular, razdo pela qual, amostras de
distintas dimens@es foram usadas nas diferentes correla¢cées, como consta na apresentacao
dos dados.

Nos grupos DvW, Deficiéncia de Fatores, Alteracdes de Fibrinogénio e Hemofilia,
verificou-se uma correlacdo total em 77,4% (N=24), 75,0% (N=12), 71,4% (N=5) e 100,0%
(N=4) dos individuos, respetivamente, sendo evidente que nos quatro grupos, as variaveis

gue mais se correlacionaram foram os estudos funcionais e o estudo molecular.
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No grupo Altera¢Bes do Plasminogénio, verificou-se uma correlagéo fenétipo-gendtipo
em 3 (75,0%) individuos, em boa parte a conta da clinica e do estudo molecular. Inclusive,
neste grupo, os individuos que apresentavam clinica, obtiveram um BAT-ISTH score de 4, o
que demonstra o contributo da clinica para o diagnéstico. Ainda neste grupo, um individuo
ndo apresentava clinica, alteracdo nos testes funcionais e também ndo tinha a variante
familiar do gene implicado. Neste caso em particular, consideramos haver uma correlacdo
fenédtipo-gendtipo, no entanto, pela negativa, sendo que este seria considerado um individuo
“saudavel” no nosso estudo.

No grupo AlteracBes da Fibrinélise apenas 1 individuo, que n&o € um caso-index, tem
correlacdo fenotipo-gendtipo. Neste caso a correlacdo deve-se a correspondéncia entre a
clinica (antecedentes de TEP) e o gendtipo (alteracao no gene PLG). Os restantes individuos
do grupo ndo apresentavam clinica significativa (BAT-ISTH score < 3), nem estudos funcionais
com alteracdes que parecam ser reflexo da variante molecular (gene PLG) encontrada em
todos os elementos da familia.

No grupo Deficiéncia de Proteina C, composto por uma Unica familia, a correlacéo
fenotipo-gendtipo verificou-se em 3 (75,0%) individuos, em todos devido a correlagéo entre
os estudos funcionais e o estudo molecular. Nesta familia, apesar do MCE do caso-index ser
Sindrome de Budd-Chiari, o score IMPROVE nédo se mostrou significativo, razdo pela qual a
clinica ndo teve um peso significativo no diagnéstico, e que também demonstra que se trata
de um score com algumas limitacdes para pontuar antecedentes de trombose.

No grupo Deficiéncia de Proteina S e FV Leiden, as correlages fenotipo-genotipo dos
2 (33,3%) e 3 (60,0%) individuos, respetivamente, existem sobretudo & conta da associagéo
entre os estudos funcionais e o gendétipo.

O dltimo grupo, com a variante PRT 20210GA, trata-se de uma familia com
antecedentes familiares de trombose de causa nao esclarecida. O caso-index, referenciado a
consulta pelos antecedentes familiares mencionados apresenta, no entanto, um estudo
laboratorial com resultados compativeis com um estado pré-hemorragico (défice de fatores
VIl e X). Com o intuito de esclarecer a disparidade dos factos, foi feito o estudo molecular ao
caso-index que revelou a variante familiar descrita. Feito o estudo familiar, também o pai do
caso-index apresentou a variante no gene F2 e a PRT 20210GA, contudo, a auséncia de
clinica ou estudos funcionais que corroborassem o genotipo, levou a que se concluisse pela
auséncia de correlacao fendétipo-genétipo em todos os individuos estudados. A variante PRT
20210GA ¢é por si s6 definidora de um risco protrombdtico superior ao da populacédo geral,
contudo, a questdo que se levanta é se a sua coexisténcia com o défice de fatores de
coagulacéo influencia de alguma forma esse risco ou sera a protrombina 20210GA protetora
relativamente a tendéncia hemorragica que o caso-index teria com os fatores VIl e X em

défice. Nestes casos, apesar do acompanhamento clinico adquirir um papel muito importante,
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seria fundamental ter respostas para estas questdes, para que o proprio acompanhamento
fosse guiado por orientagdes apoiadas na evidéncia cientifica. Devera planear-se no futuro a
realizacao de testes globais de hemostase, a incluir o teste de geracao de trombina (TGT) ja
referido.

Em todos os grupos o estudo molecular contribui para o estabelecimento de uma
associacao entre fendtipo-gendtipo, em associacdo sobretudo com os estudos funcionais, e
menos com a clinica, quer em patologias hemorragicas, quer em patologias tromboticas. Isto
pode dever-se, como ja referido, ao facto de em idade pediatrica os doentes terem ainda
sofrido poucos desafios hemostéticos que possibilitem apurar mais objetivamente a clinica.
Isto € mais compreensivel em patologia ligeira do que em patologia grave, e, efetivamente no
nosso estudo temos sobretudo individuos com patologia ligeira/moderada ou, eventualmente,
alguns cuja clinica se encontra modulada pela presenca de alteracdes adicionais da
hemostase (simultaneidade de altera¢des pro-trombéticas com alteracdes pro-hemorragicas).

Nos grupos Alteracdes do Plasminogénio e Alteracbes da Fibrindlise, particularmente
falando, a clinica parece ter mais peso no estabelecimento de uma associagéo entre fenétipo
e genotipo, 0 que pode dever-se ao facto de, até a data da 12 consulta, ter havido ja
intercorréncias/sintomas suficientemente graves para condicionarem scores significativos,
Nos nossos casos um BAT-ISTH score de 4, no grupo Alteracdes do Plasminogénio e a
ocorréncia prévia de um episédio de Tromboembolismo pulmonar, no grupo AlteracGes da

Fibrindlise.

AlteracBes moleculares previsivelmente associadas a patologia plaguetar congénita

Na nossa amostra, foram detetadas varias alteragfes em diferentes genes associados
a patologia plaquetar congénita (ITGAB2, ITGB3, TUBB1, NBEAL2), muitas vezes em
associagcao com outras, na sua maioria, ja classificadas como patogénicas.

No caso dos genes ITGAB2 e ITGB3, a literatura € consensual na associagéo entre as
suas alterac6es moleculares e a patologia Trombastenia de Glanzman (TG), em homozigotia
ou dupla heterozigotia.** As variantes encontradas nestes genes no nosso estudo foram
ambas associadas a um possivel fenétipo de Macrotrombocitopenia do tipo-Trombastenia de
Glanzman, ndo sendo assumido o seu diagndéstico formal, por se encontrarem em
heterozigotia. As variantes foram classificadas como provavelmente benigna e VUS,
respetivamente. Por outro lado, os testes de funcdo plaquetar realizados — PFA, LTA,
citometria de fluxo — mostraram alteragcdes compativeis com uma TG — diminuicdo global da
agregacéo plaquetar no teste LTA.* Apesar de néo se ter assumido um diagnéstico definitivo

de TG, na medida em que esta é considerada uma patologia de clinica hemorragica grave,*
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considerou-se ser prudente uma vigilancia regular da clinica desta familia e o seu
acompanhamento em consulta.

Na familia com alteracdo do gene TUBB1, os estudos funcionais realizados a posteriori
nao revelaram alteracdes sugestivas de patologia plaguetar. A alteracdo molecular presente
neste gene, foi classificada como patogénica e estd normalmente associada a
Macrotrombocitopenia autossémica dominante. Esta é considerada uma patologia rara, com
uma apresentacao heterogénea e de dificil diagndstico, sendo muitas vezes confundida com
trombocitopenias de causa imune, essas muito mais frequentes.*® Inclusive sdo poucos os
casos de familias com Macrotrombocitopenia associada a variantes do gene TUBB1.%®
Avaliada a clinica hemorragica dos dois elementos da familia, ambos apresentaram clinica
significativa (BAT-ISTH >3). No entanto, é importante referir que os dois individuos portadores
apresentavam também deficiéncia de plasminogénio, sendo que um deles tinha, ainda,
deficiéncia de fator V. Inclusive, neste ultimo, o score BAT-ISTH foi 5, comparado com o
primeiro que tem um score BAT-ISTH = 3. Tanto a deficiéncia de plasminogénio como a
deficiéncia de fator V sdo diagnésticos laboratoriais e moleculares, com variantes
consideradas patogénicas. No entanto, tendo em conta que ambos os individuos tém scores
hemorrégicos significativos, que até poderiam ser mais elevados, ndo fosse o facto de,
concomitantemente, serem portadores de uma deficiéncia de plasminogénio, que sera
acompanhada de alguma tendéncia trombdtica, sera licito admitir a alteracdo molecular no
gene TUBB1 como uma causa importante de clinica nesta familia.

Por fim, em outra familia foi identificada uma alteracdo no gene NBEALZ2, classificada
como VUS e que habitualmente se associa a Sindrome da Plaqueta Cinzenta (SPC).
Associadamente nesta familia foi diagnosticada DvW tipo 2B e Deficiéncia de Fator V. A DvW
tipo 2B é caracterizada por uma alteracdo do tipo qualitativa, associada a um aumento de
afinidade do FvW as plaquetas, cursando com trombocitopenia.*” A SPC, é uma patologia
qualitativa dos granulos alfa das plaguetas, onde sdo armazenadas diferentes proteinas,
incluindo FYW.*® Nesta familia os testes de funcdo plaquetar — LTA e Citometria de fluxo —
mostraram-se alterados, nomeadamente a citometria mostrando alteragdo da exposi¢éo de
conteudo de granulos alfa e, portanto, pode haver nestes doentes duas patologias que dentro
dos seus mecanismos fisiopatolégicos se influenciam mutuamente e que, por essa razao,
seria interessante explorar em estudos adicionais futuros, com microscopia eletronica ou

testes de secrecao plaquetar.
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Pontos Fortes e Limitacdes do estudo

Terminada a discusséo dos resultados, torna-se importante reforcar alguns pontos
fortes e também limitacBes sentidas neste estudo, para que em estudos futuros ambos sejam
considerados.

Iniciando pelos pontos fortes, 0 estudo realizado contou com a participacdo de um
namero de doentes, mais especificamente, com um nimero de casos-index e suas familias,
que consideramos adequado aquilo que o estudo se propbs avaliar. Além disso, a
oportunidade de estudar 31 familias da consulta de hemostase do Hospital Pediatrico, tornou
possivel que diversas doencas familiares, dentro da enorme variedade de patologias da
hemostase, fossem apresentadas. A multiplicidade de técnicas laboratoriais de rastreio e
diagnoéstico que existe na area da hemostase, e de que disp&e o laboratério do HP, é também
uma mais-valia no estudo do fenétipo laboratorial destes doentes e consequentemente para
este estudo. Por outro lado, a discordancia (real ou aparente) ndo tdo infrequente de
resultados, nomeadamente das alteracdes moleculares encontradas, traduz o facto de estes
guadros serem, em muitos casos, pouco lineares, razdo pela qual novos estudos podem
auxiliar no seu esclarecimento e ser uma mais-valia.

Algumas limitagbes devem também ser apontadas, com o intuito de serem
consideradas e acuteladas em estudos futuros. Mesmo com uma amostra suficiente em
namero, € importante admitir a sua distribuicdo pouco homogénea no que respeita ao nimero
de casos de hemorragia (N=81) e numero de casos de trombose (N=22). Por outro lado, a
nao existéncia de escalas de andlise clinica exclusivas para a idade pediatrica, foi também
uma condicionante neste estudo e com certeza é na pratica clinica. Por fim, o facto de a
manifestacao clinica destas patologias ser muitas vezes dependente da exposicao a situacdes
de stress - desafio hemostatico, principalmente em idade pediatrica, acaba por limitar a nossa

percecdo de clinica significativa.
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Conclusao

Este trabalho teve como objetivo a caracterizacdo do fend6tipo (clinico ou laboratorial)
e gendtipo de doentes em idade pediatrica com doengas congénitas da hemostase.

Cumprindo com o proposto foi possivel reconhecer diversas formas de apresentacao
clinica destas patologias e perceber as dificuldades em estabelecer rela¢des entre a clinica e
os estudos funcionais laboratoriais, algo que em muitos casos torna o seu diagndstico um
enorme desafio.

Os estudos funcionais laboratoriais séo a principal ferramenta de estudo das doencas
da hemostase, ha medida em que funcionam como testes de rastreio e sdo aqueles mais
frequentemente disponiveis e de mais facil acesso aos clinicos. Contudo, por vezes, 0s seus
dados sao insuficientes ou a sua interpretacéo é demasiado dificil para que se possa alcancar
um diagnéstico concreto. Assim, conjugar esses dados com os estudos moleculares mostrou
ser uma mais-valia no esclarecimento da clinica apresentada pelos doentes, mostrando que
ndo existe, em hemostase, nenhum ensaio simples que permita um diagnostico definitivo,
uma avaliacdo global da hemostase ou uma predigéo de risco hemorragico ou trombdtico.

Por fim, a principal aprendizagem a retirar deste estudo s&@o as evidentes
particularidades dos desafios encontrados no diagnéstico destas doencas em idade pediatrica
e na sua orientacdo, que muitas vezes passa pela necessidade de manter uma vigilancia
clinica regular dos doentes e de ir, ao longo do tempo, estabelecendo relacdes e
interpretacdes da informacdo obtida pelos testes inicialmente disponiveis, com eventuais

novos estudos mais globais e abrangentes.
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Anexos

Anexo |. Painel de Genes em Hemostase

lon GeneStudio S5
(Termo Fisher Scientific®)

Painel de 43 genes

Genes associados a anomalias de fatores da
coagulacéo:

F2, F3, F5, F7, F8, F9, F10, F11, F13A1, F13B
LMAN1, MCFD2

FGA, FGB, FGG

GGCX, VKORC1

VWF

Genes associados a anomalias plaguetares:
GP1BB, GP1BA, GP9

ITGA2B, ITGB3

NBEALZ2, NBEA

GP6

TBXAZR, P2RY12, ANKRD26

CYCS, PLA2G4A, TuBB1

Genes associados a trombose:

PROC, PROS1

SERPINC1, SERPINE1, SERPINF2

THBD

PLAT, PLG

ANXA5, PLAU

F12
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Anexo Il. Motivos de consulta especificos no estudo

MCE em Trombose (N = 22)

MCE em Hemorragia (N = 81)
Estudos familiares 55 (67,9%)
AIteragéoNdos tempos de 8 (9,9%)
coagulagéo
Epistaxis 4 (4,9%)
Petéquias 3 (3,7%)
Historia familiar 2 (2,5%)
Hemorragia do SNC 2 (2,5%)
DvW tipo 1 2 (2,5%)
Equimoses 1(1,2%)
Hematomas 1(1,2%)
Gengivorragias 1(1,2%)
Menorragias 1(1,2%)
Coagulopatia refrataria a vitamina
K e Hipofibrinogenemia 1(1,2%)

Estudos familiares 13 (59,1%)
Historia familiar 4 (18,2%)
Sindrome de Budd-Chiari 1 (4,5%)
Enfarte cerebral 1 (4,5%)
FV de Leiden 1 (4,5%)
TVS do MSD 1 (4,5%)
TEP 1 (4,5%)

Legenda: MCE — Motivos de Consulta Especificos; SNC — Sistema Nervoso Central; DvW — Doenga
de von Willebrand; TVS — Trombose Venosa Superficial;, MSD — Membro superior direito; TEP —

Tromboembolismo pulmonar.
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Anexo lll. Testes laboratoriais de primeira fase em hemostase

Grupo de Hemorragia (N=81)

Plaguetas Valor
(1x109/L) Max. 485,0
Min. 28,3
N = 150-400x10°/L (IA) % de doentes com valor de plaguetas (N = 75)
189-401x10%/L (IP) Normal 97,1%
Diminuido 1,3%

Tempo de Protrombina (TP) Valor

(segundos) Max. 19,6
Min. 9,9
N =10,0-14,0s (IA) % de doentes com valor de TP (N = 81)
9,5-14,6 5 (IP) " Normal 95,1%
Prolongado 4,9%
Tempo de Tromboplastina Valor
parcial ativada (TTPa) Méx. 65,8
(segundos) Min. 24,8
% de doentes com valor de TTPa (N = 81)
N =25,0-35,0 s (IA) Normal 87, 7%
24,0-456s (IP) " Prolongado 9,9%
Tempo de Trombina (TT) Valor
(segundos) Max. 24,2
Min. 13,6
N =18,5-24,0s (IA) % de doentes com valor de TT (N =17)
15,8-24,9s (IP) Normal 76,5%
Prolongado 17,6%
Fibrinogénio Valor
(mg/dL) Max. 436
Min. 96
% de doentes com valor de Fibrinogénio (N = 34)
N = 200-400 mg/dL (I1A) Normal 85,3%
136-537 mg/dL (IP) * Diminuido 14.7%

Grupo de Trombose (N=22)

Tempo de Trombina (TT) Valor
(segundos) Max. 19,2
Min. 16,0
N =18,5-24,0s (IA) % de doentes com valor de TT (N = 3)
15,8-24,9s (IP) Normal 100%
Prolongado 0%
Fibrinogénio Valor
(mg/dL) Max. 369
Min. 227
N = 200-400 mg/dL (IA) % de doentes com valor de Fibrinogénio (N = 5)
136-537 mg/dL (IP) Normal 100%
Dim. 0%

Legenda: Max — valor maximo; Min — valor minimo; IP — Idade Pediatrica; IA — Idade Adulta;
*
De lembrar que em todo o caso os valores de referéncia sofrem ligeiras adapta¢des consoante a faixa etaria

dentro da idade pediatrica.
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Anexo V. Classificacdo das alteragdes moleculares encontradas no grupo de Hemorragia
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Anexo VI. Distribuicdo percentual das doencas familiares no grupo de hemorragia

Grupo de Doenca Doenca familiar
Doenca de von Willebrand | DyW tipo 1 (N = 19/33) 57,58%
(N=33)
DvW tipo 1 e Macrotrombocitopenia (N = 4/33) 12,12%
DvW tipo 1 e Deficiéncia de FXII (N = 3/33) 9,09%

DvW tipo 1 e Deficiéncia de FX e Deficiéncia de A2- 9,09%
antiplasmina (N = 3/33)

DvW tipo 2B e Deficiéncia de FV e Portador da alteracéo 12,12%
no gene NBEAL2 (N = 4/33)

Deficiéncia de fatores Deficiéncia de FV (N = 6/29) 20,69%
(N =29)
Deficiéncia de FV e Deficiéncia de FVII (N = 3/29) 10,34%
Deficiéncia de FV e Deficiéncia de plasminogénio 13,79%
(N = 4/29)

Deficiéncia de FV e Macrotrombocitopenia e Deficiéncia 6,90%
de plasminogénio (N = 2/29)

Deficiéncia de FVII (N = 4/29) 13,79%
Deficiéncia de FX (N = 3/29) 10,34%
Deficiéncia de FXI (N = 4/29) 13,79%
Deficiéncia de FXI e Deficiéncia de proteina C 10,34%
(N = 3/29)
AlteracBes do fibrinogénio | Hipodisfibrinogenemia (N = 3/8) 37,5%
(N=8)
Hipofibrinogenemia (N = 5/8) 62,5%
Alteracoes do Alteracées do t-PA (N = 4) 100%
plasminogénio
(N=4)
Hemofilia Hemofilia A (N = 5) 100%
(N=5)
Trombofilia Deficiéncia de Antitrombina (N = 1/2) 50,0%
(N=2)
Portador da variante PRT 20210GA (N = 1/2) 50,0%

Legenda: DvW — Doenca de von Willebrand; t-PA — Ativador do plasminogénio tecidular.



Anexo VII. Doenca de von Willebrand e alteragbes associadas no grupo de Hemorragia

Doenca de von Willebrand

DvW tipo 1

6 familias (F1, F4, F8, F11, F12, F21)
19 individuos

Score de hemorragia: max =3 e min =0
FVW:RC: max = 114,0% e min = 9,4%

Estudo molecular

18 individuos fizeram estudo molecular:

- 12 individuos tém alteragdo no gene VWF
- 1 individuo néo apresenta alteragoes
moleculares

DvW tipo 1 e Macrotrombocitopenia

1 familia (F15)

4 individuos

Score de hemorragia: max =6 e min = 2

FVW:RC: max = 50,0% e min = 23,0%

Plaquetas: max = 324,0x10°%L e min = 171,0x10%L
Volume plaquetar médio: méax = 12,8fL e min = 10,2fL

LTA » Diminuida com 1 agonista (colagénio) em
1 individuo
Alterag@es da ativagdo em 2 individuos

Citometria>  ~165"p diminuido com ADP)

Estudo molecular

3 individuos fizeram estudo molecular.
Todos apresentam alteracao nos genes VWF,
ITGA2B, ITGB3.

DvW tipo 1 e Deficiéncia de FXII

1 familia (F3)

3 individuos

Score de hemorragia: max =3 e min =0
TTPa: max = 42,8s e min = 33s
FVW:RC: max = 67,1% e min = 46,5%
Fator XII: méax = 64,9% e min = 26,0%

Estudo molecular

Os 3 elementos da familia fizeram estudo
molecular:

- 2 individuos tém alteragcdo nos genes VWF e
F12

- 1 individuo tem apenas alteragédo no gene
VWF

DvW tipo 1 e Deficiéncia de FX e Deficiéncia de A2-Antiplasmina

1 familia (F5)

3 individuos

Score de hemorragia: max=2e min=1

FVW:RC: max = 35,4% e min = 26,0%

Fator X: méx = 64,0% e min =57,9%
A2-Antiplasmina: max = 106 mg/dL e min = 84 mg/dL

Estudo molecular

Os 3 elementos da familia fizeram estudo
molecular. Todos apresentam variantes nos
genes VWF, F10 e SERPINF2.

DvW tipo 2B e Deficiéncia de FV e Portador da alteragcdo NBEAL?2

1 familia (F18)

4 individuos

Score de hemorragia: max =2 e min =0
Plaquetas: max = 445,0x10°%L e min = 232,0x10°/L
FVW:RC: méx = 128,8% e min = 77,0%

Fator V: max = 91,0% e min = 41,0%

LTA» Diminuida com 2 agonistas

(ADP/Epinefrina) em 1 individuo
Cit tri . ~ s
rometria > AlteragGes da ativagao em 1 individuo
(CD62-P diminuido com AA)

Estudo molecular

Os 4 elementos da familia fizeram estudo
molecular:

- 1 individuo tem altera¢ces nos genes VWF, F5
e NBEAL2

- 1 individuo tem altera¢cBes nos genes VWF e
F5

- 1 individuo tem alteragdo no gene F5

- 1 individuo tem alterag&o no gene NBEAL2

Legenda: Méax — valor maximo; Min — valor minimo; FvW: RC — Fator de von Willebrand: cofator de
ristocetina; LTA — Teste de agregacao plaquetar; TTPa — Tempo de Tromboplastina parcial ativada; AA

— Acido araquidénico;
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Anexo VIlI. Deficiéncias de Fatores encontradas no grupo de Hemorragia

Deficiéncias de Fatores

Deficiéncia de Fator V

Estudo molecular

1 familia (F23)

6 individuos

Score de hemorragia: max =2 e min =0
Fator V: méx = 78,0% e min = 38,0%

3 elementos da familia fizeram estudo molecular:
- 1 individuo tem alterag&do no gene F5
- 2 individuos ndo apresentam a variante familiar

Deficiéncia de Fator V e Deficiéncia de FVII

Estudo molecular

1 familia (F6)

3 individuos

Score de hemorragia: max=1e min =0
Fator V: max = 89,6% e min = 31,6%
Fator VII: max = 84,6% e min = 49,7%

2 elementos da familia fizeram estudo
molecular, ambos com alterac¢do nos genes F5 e
F7

Deficiéncia de FV e Deficiéncia de Plasminogénio

Estudo molecular

1 familia (F16)

4 individuos

Score de hemorragia: max =1 e min =0

Fator V: méx = 96,1% e min = 74,4%
Plasminogénio: max = 85,0% e min = 38,0%
TGT Bleed Screen: max = min = 75%

TGT Thrombo Screen: max = 66% e min = 24%
PFA (col/epi): max = 164s e min = 113s

PFA (col/ADP): méx = min = 61s

Os 4 elementos da familia fizeram estudo
molecular:

- 1 individuo tem alteracdo nos genes F5 e PLG
- 1 individuo tem alteracdo no gene F5

- 1 individuo tem alteragcédo no gene PLG

- 1 individuo ndo tem nenhuma das variantes
familiares

Deficiéncia de FV e Macrotrombocitopenia e Deficiéncia de Plasminogénio

Estudo molecular

1 familia (F17)

2 individuos

Score de hemorragia: max=5e min =3

Fator V: max = 72,2% e min = 42,0%
Plaquetas: max = 234x10°%L e min = 208x10°/L
Plasminogénio: max = 63,0% e min = 59,0%
TGT Bleed Screen: max = min = 65%

TGT Thrombo Screen: max = min = 55%

PFA (col/epi): max = 103s e min = 82s

PFA (col/ADP): max = 99s e min = 65s

Os 2 elementos da familia fizeram estudo
molecular:

- 1 individuo tem alterag&o nos genes F5,
TUBB1 e PLG

- 1 individuo tem alterag&o nos genes TUBB1 e
PLG

Deficiéncia de FVII

Estudo molecular

1 familia (F22)

4 individuos

Score de hemorragia: max =min =0
Fator VII: méax = 95,0% e min = 26,3%

Os 2 elementos da familia fizeram estudo
molecular e ambos tém a variante no gene F7

Deficiéncia de FX

Estudo molecular

1 familia (F10)

3 individuos

Score de hemorragia: max=5e min=1
Fator X: max = min = 98,5%

2 elementos da familia fizeram estudo
molecular:

- 1 individuo tem altera¢c&o no gene F10
- 1 individuo ndo tem a variante familiar
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Deficiéncia de FXI

1 familia (F7)

4 individuos

Score de hemorragia: max=1e min =0
Fator XI: méax = 93,0% e min = 34,0%

Estudo molecular

2 elementos da familia fizeram estudo molecular
e ambos tém alteracdo no gene F11

Deficiéncia de FXI e Deficiéncia de PROC

1 familia (F13)

3 individuos

Score de hemorragia: max =4 e min =0

Fator XI: max = 93,0% e min = 34,0%

Proteina C funcional: max = 80,0% e min = 64,0%

Estudo molecular

1 elemento da familia fez estudo molecular e
apresenta variantes nos genes F11 e PROC

Legenda: Max — valor maximo; Min — valor minimo; TGT — Tromboelastograma; PFA (col/epi) — Teste

de funcdo plaquetar (colagénio/epinefrina);

(colagénio/ADP).

PFA (col/ADP) -

Teste de fungcdo plaquetar

Anexo IX. Alteragbes de Fibrinogénio no grupo de Hemorragia

Alteracdes do Fibrinogénio

Hipodisfibrinogenemia

1 familia (F19)

3 individuos

Score de hemorragia: max =3 e min =0

Tempo de Trombina: méax = 19,4s e min = 15,7s
Fibrinogénio: méax = 217,0 mg/dL e min = 129,0 mg/dL
TGT Bleed Screen: max = 108% e min = 49,0%

TGT Thrombo Screen: max = 61% e min = 37%

Contribuigao do fibrinogénio para a firmeza do
coagulo diminuida em 2 individuos

Quantra »

Estudo molecular

2 elementos da familia fizeram estudo
molecular. Ambos tém alteragdo no
gene FGG.

Hipofibrinogenemia

1 familia (F24)

5 individuos

Score de hemorragia: max = min =0

Tempo de Trombina: max = 24,2s e min = 14,8s
Fibrinogénio: max = 288,0 mg/dL e min = 96,0 mg/dL
TGT Bleed Screen: max = min = 82,0%

TGT Thrombo Screen: max = min = 5,0%

ROTEM »
em 1 individuo

Contribuigdo do fibrinogénio para o coagulo diminuida

Estudo molecular

Os 5 elementos da familia fizeram
estudo molecular:

- 4 individuos tém alteracdo no gene
FGA

Legenda: Max — valor maximo; Min — valor minimo; TGT - Tromboelastograma; ROTEM -

Tromboelastograma Rotacional,
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Anexo X. AlteragBes do Plasminogénio no grupo de Hemorragia

Alteracdes do Plasminogénio

Alteracdes do t-PA

1 familia (F9)

4 individuos

Score de hemorragia: max =4 e min =0
Plasminogénio: max = 99,0% e min = 94,0%

LTA » Diminuida com 2 agonistas (AA) em 1
individuo

Citometria »
AlteracOes da ativacdo em 1 individuo
(CD62-P/CD63 diminuido com AA e com
Epinefrina)

Estudo molecular

Os 4 elementos da familia fizeram estudo

molecular:

- 3 individuos tém alteracéo no gene PLAT
- 1 individuo n&o tem a variante familiar

Legenda: t-PA — Ativador do plasminogénio tecidular; Max — valor maximo; Min — valor minimo; LTA —

Teste de agregacéo plaquetar; AA — Acido araquidénico.

Anexo XlI. Hemdfilia no grupo de Hemorragia

Hemofilia

Hemofilia A

1 familia (F2)

5 individuos

Score de hemorragia: max=5e min =0
Fator VIII: max = 97,0% e min = 19,0%

Estudo molecular

Os 5 elementos da familia fizeram estudo

molecular:

- 4 individuos tém alteragcdo no gene F8

Legenda: Max — valor maximo; Min — valor minimo.
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Anexo Xll. Genes alterados no grupo de Trombose
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Anexo XIll. Classificacao das alteragdes moleculares encontradas no grupo de Trombose
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Anexo XIV. Doencas familiares no grupo de Trombose

Doencas familiares

Alterac6es da fibrindlise

1 familia (F27)

3 individuos

Score de trombose: max =3 emin =0
Plasminogénio: max = 94,0% e min = 82,0%
TGT Thrombo Screen: max = min = 29,0%

Estudo molecular

Os 3 elementos da familia fizeram estudo molecular.
Todos apresentam alteracdo no gene PLG.

Deficiéncia de Proteina C

1 familia (F31)

4 individuos

Score de trombose: max =2 e min =0

Proteina C funcional: max = 124% e min = 23,0%

Estudo molecular

Os 4 elementos da familia fizeram estudo molecular:
- 3 individuos tém alteracdo no gene PROC
- 1 individuo nao tem a variante familiar

Deficiéncia de Proteina S

2 familias (F25, F29)

7 individuos

Score de trombose: max =3 emin=0
Proteina S livre: max = 95,0% e min = 45,0%
TGT Thrombo Screen: max = min = 50,0%

Estudo molecular

6 individuos fizeram estudo molecular:
- 4 individuos tém alteragcdo no gene PROS1
- 2 individuos ndo tém a variante

Portador da variante FV Leiden e Deficiéncia

de Proteina S

1 familia (F28)

2 individuos

Score de trombose: max =5emin =0
Proteina S livre: max = 72,0% e min = 60,0%

Estudo molecular

Os 2 elementos da familia fizeram estudo molecular.
Ambos tém variantes nos genes PROS1 e F5
(variante FV Leiden).

Portador da variante FV Leiden e Deficiéncia

de Proteina C e Deficiéncia de PAI-1

1 familia (F30)

3 individuos

Score de trombose: max =3 emin =0

Proteina C funcional: max = 93% e min = 52,0%
PAI-1: max = min = 32,2 ng/mL

Estudo molecular

Os 3 elementos da familia fizeram estudo molecular:
- 1 individuo tem alteragdo nos genes F5 (variante
FV Leiden), PROC e SERPINE1

- 1 individuo tem altera¢éo no gene F5 (variante FV
Leiden)

- 1 individuo ndo tem as variantes familiares

Portador da variante PRT 20210GA

1 familia (F26)
3 individuos
Score de trombose: max =2 e min=0

Estudo molecular

Os 3 elementos da familia fizeram estudo molecular.
- 2 individuos tém alteracéo no gene F2
- 1 individuo ndo tem a variante familiar

Legenda: Max — valor maximo; Min — valor minimo;

Ativador do Plasminogénio;

TGT — Tromboelastograma; PAI-1 — Inibidor 1 do

59



Anexo XV. Alteracdes moleculares previsivelmente associadas a patologia plaquetar
congénita
e Informacgdes adicionais Classlflcagao €3l Provéavel Fendtipo
alterado alteracdo molecular
1 familia (F15)
3 individuos
PFA (col/epi e col/ADP) prolongados
Lo . Macrotrombocitopenia
ITGAB2 LTA » (I?:lcr)r;;mgg%)com 1 agonista Pro;z;\r/](ielrg:nte (Trombastenia de
gen 9 Glanzman - like)
Citometria»  Alteracéo da ativacéo
(CD62-P diminuido com
ADP)
1 familia (F15)
3 individuos
PFA (col/epi e col/ADP) prolongados
Lo ; Macrotrombocitopenia
LTA Diminuida com 1 agonista -
ITGB3 > i ¢ vus (Trombastenia de
(colagénio) -
Glanzman - like)
Citometria»  Alteracdo da ativacéo
(CD62-P diminuido com
ADP)
1 familia (F17) Macrotrombocitopenia
TUBB1 2 individuos Patogénica autossémica
Sem alteracd@o nos estudos funcionais dominante
1 familia (F18)
2 individuos
LTA » Diminuida com 2 agonistas .
. . Sindrome da
NBEAL2 (ADP e epinefrina) VUS Plaqueta Cinzenta
Citometria»  Alteracdo da ativagéo
(CD62-P diminuido com
AA)

Legenda: PFA (col/epi e col/ADP) — Teste de fungéo plaquetar (colagénio/epinefrina e colagénio/ADP);
LTA — Teste de agregacéo plaquetar; AA — Acido araquidénico; VUS — Variante de significado incerto;
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