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A andlise genética da hemofilia é importante para definir a causa subjacente do disturbio hemorragico em individuos
afetados e seus familiares. A compreensdo da variante genética associada ao fendtipo pode ajudar a prever a
gravidade do disturbio, incluindo o risco de desenvolvimento de inibidores. Também auxilia na identificacdo de
mulheres portadoras de hemofilia, as quais pode ser oferecido diagnéstico pré-natal. E importante que os individuos
submetidos a investigagdo genética recebam aconselhamento genético adequado antes de qualquer teste. As
recentes Diretrizes da WFH para Manejo da Hemofilia (3% edigdo) (Srivastava et al, 2019) contém um capitulo dedicado
a avaliagdo genética de individuos com hemofilia A e hemofilia B. Esse capitulo do manual de laboratério descreve
a base genética da hemofilia A e B e destaca a heterogeneidade de abordagens praticas atualmente disponiveis
em todo o mundo que podem ser utilizadas para investigar as variantes genéticas subjacentes. Também descreve
o uso de nomenclatura padronizada para a descrigéo de variantes genéticas e sua classificagdo de patogenicidade,
além de destacar a importancia de um laudo de interpretacéo claro e conciso que descreva o resultado genético e
as implicagdes para o individuo e sua familia.

Caracteristicas Moleculares de Genes e Proteinas Relacionados & Hemofilia: as caracteristicas moleculares dos
genes da hemofilia, FVIIl ou F8 de coagulagdo e FIX ou F9 de coagulagéo, sdo apresentadas na Tabela 41. A Tabela
41 mostra as coordenadas gendémicas em GRCh38 (hg38), tamanho dos genes e localizagdo citogenética de F8 e
F?, sua complexidade de éxons (nimero de éxons), versdes atualizadas e com curadoria de arquivos RefSeq (ou
seja, NG_..., NM_
polipeptidicas derivadas.

.... NP_...) e o tamanho molecular relevante dos principais transcritos de genes e suas isoformas

Tabela 41. Caracteristicas moleculares dos genes F8 e F9

.Tg GRCh38 (hg38) Principal
5 o (coordenadas) Principal proteina*
—g 5 NC_000023.11 RefSeq gendmica transcrito* RefSeq | RefSeq
E :g Nome do Localizacao (comprimento (faixa de (comprimento (comprimento | N°
» T | gene citogenética [pb]) coordenadas) [nts]) (éxons) [aa]) OMIM
F8 Fator de Xq28 complemento NG_011403.2 NM_000132.4 NP_000123.1 300841
coagulagdo (154.835.792- (5.001-191.932) (9032) (26) (2351)
VI 155.022.723)
(186.931)
F9 Fator de Xg27.1 (139.530.739- NG_007994.1 NM_000133.4 NP_000124.1 300746
coagulagdo IX 139.563.459) (5.001-37.723) (2800) (8) (461)
(32.720)

HGNC: HUGO Gene Nomenclature Committee [Comité de Nomenclatura de Genes da HUGO]. Comprimento
[unidades]: [pb], pares de bases; [nts], nucleotideos; [aa]; aminoacidos. *Apenas a variante de transcrigdo mais longa
(mais significativa) e sua principal isoforma derivada séo indicadas. OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man
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(https://omim.org/); n°, nimero de acesso. Os dados foram coletados do NCBI (Centro Nacional de Informagdes
sobre Biotecnologia), acessado em 18/01/2024 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). RefSeq indica arquivos de Sequéncia

de Referéncia da plataforma do navegador do NCBI.

Ademais, a Tabela 42 apresenta as caracteristicas mais relevantes das proteinas de coagulagéo FVIIl e FIX. A Tabela 42
compila dados das principais isoformas das proteinas, da cartografia de aminoacidos (aa) de dominios de proteinas
reconheciveis (especificados pelo banco de dados UNIPROT) e de arquivos do banco de dados de proteinas (PDB)
associados a modelos de estrutura 3D (coordenadas tridimensionais dos dtomos de FVllla e FIXa).

Tabela 42. Caracteristicas moleculares das proteinas fatores VIl e IX de coagulagéo

] g Isoforma ID no PDB de estrutura
§ % Nome da Proteina RefSeq Dominios de isoformas: UNIPROT 3D
i principal isoforma (comprimento [aa]) | N° UNIPROT* | (coordenadas de aa) (coordenadas de aa)
FVIIl fator VIII de NP_000123.1 P00451 Peptideo sinal: (1-19) Mature FVllla 2R7E.
3 ok
coagulagao (2351) A1: F5/8 tipo A 1 (20-348) pdb
isoforma a A: Cadei q
. ; : Cadeia pesada
preproproteina A2: F5/8 tipo A 2 (399-730) P
B: regido B (760-1667) AT-AZ (Antiga 1-725)
A3: F5/8 tipo A 3 (1713-2040) B: Cadea leve A3-C1-C2

(Antiga 1689-2332)
C1: F5/8 tipo C 1 (2040-2188)

C2: F5/8 tipo C 2 (2193-2345)

FIX fator IX de NP_000124.1 P00740 Peptideo sinal: (1-28) — Propeptideo: (29-46) | Homology model FIXa.

~ dkk
F039U|a§ao (461) Gla: rico em y-carboxiglutamato (47-92) pdb
isoforma 1 L: Cadeia leve

preproproteina EGF1: EGF-like 1 ligado a Ca++ (93-129)

Gla-EGF1-EGF2
(47-171)

EGF2: EGF-like 2 (130-171)

Act_peptide: peptideo de ativagao (192-226
-Pep pep Gl ) H: Cadeia pesada

Tryp_SPc: serina protease semelhante &

Tryp_SPc (227-461
tripsina (227-457) p-SPe )

*Navegador para proteinas UNIPROT (URL: https://www.uniprot.org/). **Shen et al, 2008. ***Curadores do Projeto
de Bancos de Dados de Variantes da EAHAD (Rallapalli et al, 2013; McVey et al, 2020). A maioria dos dados
foi coletada dos Bancos de Dados de Variantes de Fatores de Coagulagédo da EAHAD (European Association for

Haemophilia and Allied Disorders [Associagdo Europeia para Hemofilia e Distdrbios Associados]) (URL: https://dbs.
eahad.org/), acessados em 18/01/2024. Cédons e aminoacidos (aa) séo numerados seguindo as regras da HGVS (ou
seja, cddon +1 que codifica o primeiro residuo (Met) do polipeptideo primério em FVIII e FIX). Na numeragdo antiga,
cédon/aminoéacido +1 refere-se ao que codifica o primeiro aminoécido da proteina FVIII madura (excluindo 19 aa
do peptideo sinal) e da proteina FIX (excluindo 46 aa do peptideo sinal e do propeptideo). Embora a numeragao da
HGVS seja recomendada, a numeragdo antiga foi amplamente utilizada em publicagdes anteriores.

Espectro de Variantes Causadoras de Hemofilia: a maioria das variantes patogénicas que afetam o gene F8
causa hemofilia A, enquanto a maioria das variantes patogénicas de F9 causa hemofilia B. O banco de dados
Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) (https://www.omim.org) compila um grande conjunto de informagdes
abrangentes sobre genes humanos, indica variantes que afetam sua funcdo e descreve e classifica seus fenétipos
associados. O banco de dados OMIM indica que as variantes de F8 estdo associadas a dois fenétipos diferentes:
hemofilia A (#306700) e trombofilia 13 (ligada ao X, devido a defeito do FVIII) (#301071) (THPH13); enquanto de F9,
a quatro fendtipos: hemofilia B (#306900), trombofilia 8 (ligada ao X, devido a defeito do FIX) (#300807) (THPHS),
protegdo contra trombose venosa profunda (TVP) (#300807) e sensibilidade a varfarina (#301052). A Tabela 43 e a
Tabela 44, respectivamente, mostram o espectro de mutagdes no gene F8 causadoras de hemofilia A de acordo com
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os niveis de atividade do FVIII de coagulacgéo (FVIII:C), e mutagdes no gene F9 causadoras de hemofilia B, associadas
aos niveis de FIX (FIX:C). As prevaléncias mais relevantes das variantes causadoras de hemofilia A e hemofilia B,
listadas nas Tabelas 43 e 44, foram extraidas dos bancos de dados da European Association for Haemophilia and
Allied Disorders (EAHAD). O banco de dados de variantes de F8 da EAHAD exclui inversdes prevalentes associadas a
hemofilia A grave envolvendo quase metade dos pacientes. Para apresentar uma prevaléncia imparcial de mutagdes
causadoras de hemofilia A grave, suas frequéncias relativas foram combinadas levando em consideragado as médias
mundiais das inversdes do intron 22 (Inv22) de F8 relatadas por Antonarakis et al (1995) e aquelas estimadas para
a inversdo do intron 1 (Inv1) de F8 a partir de uma série internacional de pacientes com hemofilia A (Rossetti et al,
2004) (Tabela 43).

Tabela 43. Variantes de F8 causadoras de hemofilia A mais tipicas em pacientes hemizigotos a partir de fontes internacionais.

Nao inversoes

Tipo de variante por Grave Global Grave |Moderada Leve

efeito N° casos (%) NP° casos (%) NF° casos (%) N° casos (%) Referéncias
Missense 1418 (30,2) (16,2) 1340 (79,9) 3048 (95,8) F8_var_db EAHAD*
Indel in-frame 70 (1,5) 0,8) 19 (1,1) 32(1,0) F8_var_db EAHAD*
Indel frameshift 1487 (31,7) (17,0) 142 (8,5) 27 (0,9) F8_var_db EAHAD*
Defeito de splicing 320 (6,8) (3,7) 98 (5,8) 68 (2,1) F8_var_db EAHAD*
Nonsense 968 (20,6) (11,1) 59 (3,5) 4(0,1) F8_var_db EAHAD*
Grande delecio (SV) 426 (9,1) 4,9 19(1,1) 3(0,1) F8_var_db EAHAD*
Total de n3o inversdes 4689 (100) (53,7) 1677 (100) 3182 (100) F8_var_db EAHAD*
Inv22 (SV) tipo 1 740 (35,4) Antonarakis et al,
Inv22 (SV) tipo 2 140 (6,7) 1995

Inv22 (SV) de outros tipos 25(1,1)

Total de Inv22 2093 (43,2)

Inv1 (SV) 19 (3,1) Rossetti et al, 2004
Total de Inv1 622 (3,1)

SV indica variantes estruturais, incluindo variagdes do niimero de cépias (CNVs), como grandes delegdes de F8 e
grandes inversdes de F8 (ndo CNVs), como a inversdo do intron 22 (Inv22) e a inversdo do intron 1 (Inv1). Os dados de
pacientes ndo informativos com inversées de F8 foram obtidos dos bancos de dados da EAHAD (European Association
for Haemophilia and Allied Disorders) que registram pacientes individuais. *Banco de dados de variantes de F8 (http://

18-db.eahad.org/).

A variante causadora de hemofilia A grave mais caracteristica e recorrente em todo o mundo é a inversdo do intron
22 de F8, uma grande inversdo perfeita de 600 kb mediada pela recombinagéo entre repeti¢des invertidas de 10 kb
(int22h ou h), que rompe a estrutura do F8 e impede o splicing normal de RNA entre os éxons 22 e 23 (Lakich et al,
1993; Naylor et al, 1993). H4 uma cépia intragénica de int22h do F8 dentro do intron 22 (h1) e duas cépias extragénicas
(h2 e h3). Dependendo de qual cépia extragénica se recombina com a intragénica, a Inv22 apresenta padréo tipo 1
(h1/h3) ou padréo tipo 2 (h1/h2). A Inv22 se origina quase exclusivamente de células germinativas masculinas (Rossiter
et al, 1995) e, consequentemente, a maioria das maes de pacientes com Inv22 é portadora (Tizzano et al, 1995). O
mecanismo molecular da recombinag¢do homdloga néo alélica entre grandes repeti¢des invertidas na meiose masculina
corrobora a recorréncia da Inv22 como a causa mais prevalente de hemofilia A grave em todo o mundo (Tabela 43). Da
mesma forma, a inversdo do intron 1 (Inv1) de F8 é uma grande inverséo perfeita de DNA causada pela recombinagéo
entre repetigdes invertidas de 1 kb (int1h), que rompe a estrutura do F8 no intron 1 (Bagnall et al, 2001) e envolve uma
média estimada de 3% dos pacientes com hemofilia A grave em todo o mundo (Tabela 43).
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O grupo restante de pacientes com hemofilia A grave, moderada ou leve (Tabela 43), ndo informativos para as inversoes
de F8, e todos os pacientes com hemofilia B (Tabela 44) mostram um espectro tipico de variantes deletérias, incluindo
substituicdes de nucleotideo Unico (SNV) prevendo missense, nonsense ou defeitos de splicing; pequenas insergdes/
delegdes (INDEL) prevendo frameshifts ou alterages in-frame; ou, menos frequentemente, grandes variagdes do
ndmero de cépias (CNVs), principalmente grandes delegdes.

Tabela 44. Variantes de F? causadoras de hemofilia B mais tipicas em pacientes hemizigotos a partir de fontes internacionais

Grave Moderada Leve

Tipo de variante por efeito | N° casos (%) N° casos (%) N° casos (%) Referéncias

Missense 999 (52,3) 1039 (85,1) 719 (95,0) F9_var_db EAHAD*
Indel in-frame 27 (1,4) 9(0,7) 1(0,1) F9_var_db EAHAD*
Indel frameshift 185 (9,7) 42 (3,4) 2(0,3) F9_var_db EAHAD*
Defeito de splicing 135(7,1) 66 (5,8) 30 (4,0) F9_var_db EAHAD*
Nonsense 459 (24,0) 62 (5,1) 5(0,7) F9_var_db EAHAD*
Grande delecéo (SV) 107 (5,6) 3(0,3) F9_var_db EAHAD*
Total 1912 (100) 1221 (100) 757 (100) F9_var_db EAHAD*

SV indica variantes estruturais como grandes dele¢des que afetam parcial ou totalmente o gene F9. Os dados de
pacientes com HB foram obtidos dos bancos de dados da EAHAD (European Association for Haemophilia and Allied
Disorders) que registram pacientes individuais. *Banco de dados de variantes de F9 (https://f9-db.eahad.org/).

Informagdes sobre as variantes de F8 e F? estdo compiladas em bancos de dados de acesso publico, como os
desenvolvidos pelos CDC (Centers for Disease Control and Prevention [Centros de Controle e Prevengdo de
Doengas]), denominados CHAMP e CHBMP para hemofilia A e hemofilia B, respectivamente (https://www.cdc.gov/

ncbddd/hemophilia /champs.html), e pela EAHAD (European Association for Haemophilia and Allied Disorders)
para F8 (http://f8-db.eahad.org/) e F9 (http://f9-db.eahad.org/) (Tabelas 43 e 44). Acessados em 18 de janeiro de
2024, os bancos de dados da EAHAD contém informagdes de 3052 variantes de F8 Unicas que correspondem a

10144 casos individuais e 1244 variantes de F9 Unicas que correspondem a 4713 casos individuais. Nas Tabelas 43
e 44, as variantes genéticas sdo classificadas por seu efeito previsto a partir da evidéncia observada da sequéncia
de nucleotideos de DNA (ou seja, missense, indel in-frame, indel frameshift, defeito de splicing, nonsense, grande
delegdo). As variantes de F8 e F9, respectivamente, listadas nas Tabelas 43 e 44 representam as variantes causadoras
de hemofilia com frequéncias significativas em todo o mundo, em contraposicéo as variantes prevalentes encontradas
em populag¢des especificas tipicamente associadas a fenétipos ndo graves (por exemplo, duplicagéo do éxon 13 de
F8 prevalente na populagdo italiana com hemofilia A leve (Acquila et al, 2004).

Outros Fenétipos Associados ao Gene F8

Trombofilia 13 (ligada ao X, devido a defeito do FVIII): Shen et al (2013) avaliaram os niveis de atividade de FVIII:C e o
nimero de cdpias do gene F8 em pacientes com tromboembolismo venoso (TEV) em comparagdo a controles sadios.
Pacientes com TEV apresentaram niveis significativamente mais altos de FVIII:C e maior nimero de cépias do gene F8.
Simioni et al (2021) relataram duas familias italianas com trombofilia 13 e identificaram uma duplicagdo parcial do gene
F8 em tandem, o que é consistente com o padrdo de heranga dominante ligada ao cromossomo X, visto que pacientes
hemizigotos do sexo masculino sdo mais gravemente afetados do que as portadoras do sexo feminino.

Outros Fenétipos Associados ao Gene F9

A trombofilia 8 (devido a defeito do FIX) é um fendtipo hereditario recessivo ligado ao X associado a TEV de inicio
precoce causado por um defeito missense de F?, R338L ou variante Padua, relatado por Simioni et al (2009). Foi
relatado que FIX-Padua aumenta a resisténcia fibrinolitica dos codgulos plasmaticos (Ammollo et al, 2014).
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Protec&do contra Trombose Venosa Profunda (TVP):

Avariante polimérfica comum FIX-Malmo (frequéncia alélica menor de 0,32), p.(Thr148Ala), causada por uma substitui¢do
de nucleotideo Unico (SNV) G>A, esta associada a protegdo contra o risco de TVP com razdes de chances (OR) de 0,8 em
pacientes do sexo masculino e 0,89 em pacientes do sexo feminino (Bezemer et al, 2008). No entanto, os mecanismos
moleculares de protegéo contra TVP conferidos pelo polimorfismo FIX-M&lmo permanecem desconhecidos.

A varfarina é um anticoagulante amplamente prescrito para a prevengdo de eventos tromboembdlicos em pacientes
"de risco". Sensibilidade a varfarina (ligada ao X, devido a variantes do FIX) refere-se a uma complicagdo do fenétipo
hemorragico durante a terapia anticoagulante com antagonistas da vitamina K. Pezeshkpoor et al (2018) relataram
uma associagdo entre variantes missense de F9 que afetam o propeptideo, como p. (Ala37Thr) e p.(Ala37Val), e
a sensibilidade a varfarina, caracterizada por uma redugdo desproporcional dos niveis de FIX:C durante a terapia
anticoagulante.

A relagdo causal entre uma determinada variante genética (por exemplo, Inv22 de F8) e um fenétipo especifico (por
exemplo, hemofilia A grave em paciente hemizigoto) pode ser modificada em casos raros pelo envolvimento de um
mosaicismo genético (GM), que é definido como a coexisténcia de pelo menos dois clones geneticamente diferentes
em um individuo (por exemplo, células Inv22-positivas e negativas). O GM pode envolver, parcial ou totalmente, alguns
ou todos os 6rgdos/tecidos de um individuo afetado, resultando, por exemplo, em fenétipos mais brandos se afetar
células somaticas (por exemplo, células produtoras de FVIII/FIX derivadas do endotélio hepético) e na herdabilidade
da variante genética se afetar células germinativas (por exemplo, um paciente com hemofilia e mosaico germinativo
pode ser pai de filhas ndo portadoras) (Abelleyro et al, 2018).

Como paradigmas histéricos de distlrbios recessivos ligados ao cromossomo X, a hemofilia A (OMIM #306700) e
a hemofilia B (OMIM #306900) sdo tipicamente expressas em pacientes hemizigotos do sexo masculino (46,XY),
enquanto as mulheres heterozigotas (46,XX) sdo geralmente assintométicas. Segundo um ponto de vista consensual
entre hematologistas, uma nova classificacdo da hemofilia feminina considera os niveis de atividade do fator de
coagulagdo, indicando doenga grave quando <1 Ul/dL, moderada 1-5 Ul/dL e leve 5-40 Ul/dL; e quando os niveis
do fator sdo >40 Ul/dL, os individuos sdo classificados como portadores sintométicos e assintomaticos (van Galen
et al, 2021). A base molecular da hemofilia feminina envolve expressao prejudicada ou silenciamento dos alelos de
F8 ou F9 mediado pelo fenémeno de inativagdo do cromossomo X (XCI), que silencia a expressao génica em cis de
um X em cada célula para compensar as doses nos homens. A XCl ocorre no inicio da embriogénese, normalmente
de forma aleatdria em cada célula, e esse estado é herdado clonalmente na vida adulta das mulheres. Espera-se que
uma portadora homozigota e uma heterozigota composta expressem hemofilia, assim como portadoras heterozigotas
com XCl desviada silenciando preferivelmente o alelo normal (Radic et al, 2015). Além disso, Garagiola et al (2021)
comprovaram uma associagéo significativa entre os niveis de atividade de coagulagéo do FVIII/FIX e o padrdo de XCl
medido em leucdcitos do sangue periférico de portadores heterozigotos de hemofilia A com <50 Ul/dL.

Espectro de Abordagens Praticas Aplicadas em Testes Genéticos: dependendo da disponibilidade de recursos
e expertise, hd uma variedade de técnicas que podem ser empregadas para a investigagdo de variantes genéticas
associadas a hemofilia A e hemofilia B. Este capitulo fornece exemplos dessas abordagens préticas e referéncias,
quando disponiveis. Diversas técnicas diferentes estdo disponiveis para a investigagdo da inversdo do intron 22 de
F8, incluindo Southern blot, reagdo em cadeia da polimerase (PCR) longa e PCR inversa (Lakich et al, 1993; Liu et al,
1998; Bagnall et al, 2006; Rossetti et al, 2008; Abelleyro et al, 2016; Ding et al, 2016; Hudecova et al, 2017; Pan et al,
2014; Kumar et al, 2015; Edison et al, 2016). A inversdo do intron 1 de F8 pode ser detectada por técnicas como PCR
dupla ou PCR inversa (Bagnall et al, 2002; Rossetti et al, 2008). A analise de SNVs nos genes F8 e F? pode ser realizada
por uma variedade de técnicas, incluindo PCR e sequenciamento de Sanger, ou tecnologias de sequenciamento
de alto rendimento, como sequenciamento de Ultima geragdo (NGS) (Al-Allaf et al, 2019; Li et al, 2014; Lyu et al,
2016; Manderstedt et al, 2019; Edison et al, 2016). Quando os recursos forem limitados, uma abordagem de triagem
antes do sequenciamento de Sanger pode ser empregada (Salviato et al, 2019), como a analise heteroduplex usando
eletroforese em gel sensivel a conformagéo (CSGE). Para anélise de CNVs nos genes F8 e F9 existem varias técnicas,
como gap-PCR, amplificagdo de sonda dependente de ligagdo multiplex (MLPA), PCR quantitativa em tempo real e
NGS (Rossetti et al, 2004; Payne et al, 2012; Costa et al, 2004; Belvini et al, 2017; Kinkle et al, 2017; You et al, 2013; Wu
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etal, 2014; Fernandez-Lopez et al, 2007; Tizzano et al, 2005; Johnsen et al, 2017). Nos casos de hemofilia A e hemofilia
B em que uma variante genética subjacente ndo é encontrada nas regides essenciais dos genes F8 ou F9 por meio
das técnicas descritas acima, a analise de regides intrénicas profundas quanto a possiveis defeitos de splicing pode
estar disponivel por sequenciamento paralelo em massa (MPS) dirigido ou sequenciamento do genoma completo
(WGS) (Jourdy et al, 2018; Jourdy et al, 2020; Bach et al, 2015; Inaba et al, 2017; Castaman et al, (2011; Chang et al,
2019). A anélise de ligagdo também pode ser considerada para estudos familiares em que n&o ha variante de F8 ou
F9 identificavel (Sun et al, 2015). A investigagdo de individuos com fenétipos atipicos que podem ser decorrentes de
rearranjos gendmicos complexos pode ser feita por anélise de microarranjo citogenético (Jourdy et al, 2016; Jourdy
et al, 2017; Janczar et al, 2016; Lannoy et al, 2018). A anélise da inativagdo do cromossomo X pode ser realizada por
diversas técnicas, como enzima de restri¢do especifica para metilagdo, PCR e anélise de fragmentos, ou outras técnicas
quantitativas (Nisen et al, 1989; Coleman et al, 1993; Johansson et al, 2023; Machado et al, 2014).

Nomenclatura Padronizada e Potencial Patogénico de Variantes: a exatiddo na descrigdo univoca das variantes
genéticas ¢ essencial para a pesquisa e o tratamento clinico. Para atender a essa exigéncia, o Variant Nomenclature
Committee (HVNC) [Comité de Nomenclatura de Variantes] da Human Genome Variation Society (HGVS) [Sociedade
de Variagdo do Genoma Humano], com o apoio da Human Genome Organization (HUGO) [Organizagdo do Genoma
Humano], desenvolveu um conjunto de recomendacgdes. Estas incluem a descricdo das variantes genéticas no
nivel mais basico, o nivel do DNA, e descrigdes no nivel de RNA e/ou proteina, geralmente previstas a partir de
evidéncias do DNA, podem também ser fornecidas (https://hgvs-nomenclature.org/stable/) (den Dunnen et al, 2016).
A nomenclatura da HGVS recomenda uma numerag&o especifica para as posi¢des dos genes, indicando o cédon +1
que codifica o primeiro residuo (Met) do polipeptideo priméario e o nucleotideo +1 para o A do cédon de iniciagdo
AUG. Em algumas publicagdes anteriores sobre hemofilia, a numeragéo antiga do cédon/aminoacido +1 refere-se a
codificagdo do primeiro aminoacido da proteina madura (ou seja, na numeragdo da HGVS, cédon 20 do FVIII e coédon
47 do FIX). Para ajustar e normalizar a nomenclatura das variantes de acordo com a HGVS, o site Mutalyzer oferece
algoritmos eficientes para verificar e confirmar a descrigdo correta a partir das recomendagées da HGVS (https://
mutalyzer.nl/) (Lefter et al, 2021). Todas as variantes detectadas devem ser classificadas de acordo com seu potencial de
causar o fendtipo observado, de acordo com as diretrizes elaboradas pelo American College of Medical Genetics and
Genomics/ Association for Molecular Pathology (ACMG/AMP) [Colégio Americano de Genética Médica e Genémica/
Associagdo de Patologia Molecular] (Richards et al, 2015). As recomendagdes do ACMG podem ser aplicadas a testes
genéticos convencionais ou baseados em sequenciamento de Ultima geragdo utilizados em laboratérios clinicos e
compreendem um sistema de classificagdo de cinco niveis de variantes relevantes para distrbios mendelianos: (1)
patogénicas, (2) provavelmente patogénicas, (3) significancia incerta, (4) provavelmente benignas e (5) benignas. Para
obter essa categorizagdo, o ACMG/AMP recomenda uma anélise completa de (a) dados populacionais, (b) dados
computacionais, (c) dados funcionais e (d) dados de segregacéo.

Por exemplo, a anélise das variantes de F8 e F? envolve:

(a) O estudo da variante genotipada na populagéo geral e sua frequéncia em individuos hemizigotos, heterozigotos,
etc., consultando o gnomAD (https://gnomad.broadinstitute. org/), o ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/)
e os bancos de dados especificos dos genes F8/HA e F9/HB, como o da EAHAD e o CHAMP (mencionados acima).

(b) A aplicagdo de ferramentas bioinforméticas in silico para analisar alteragdes missense prevendo eventuais alteragdes
estruturais ou funcionais pormeio de, porexemplo, PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), MutationTaster
(https://www. mutationtaster.org/) e Varsome (https://varsome.com/), entre outras; ou para avaliar eventuais defeitos
de splicing, como NNSplice (https://www.fruitfly.org/ seq_tools/splice.html), NetGene2 (https://services.healthtech.
dtu.dk/services/NetGene2-2.42/) e ESEFinder para pesquisar diferengas em sequéncias de acentuadores de splicing
exodnico (esefinder.ahc.umn.edu); e muitas outras ferramentas computacionais para estimar o impacto de variantes no
promotor, 5'- ou 3'-UTR, etc.

(c) Dados experimentais obtidos de estudos funcionais in vitro e in vivo da versdo mutada versus normal a ser testada,
ou parte dela, fornecem informagdes significativas para estabelecer o impacto de uma variante genética.
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(d) Dados de segregacdo associados a um modo de heranga recessiva ligada ao cromossomo X e cossegregagdo
com hemofilia em varios membros familiares afetados séo indicativos de patogenicidade. Levando em consideragéao
essa analise, o ACMG/AMP indica os critérios para classificar variantes patogénicas que pontuam a evidéncia como
muito forte (PVS), forte (PS), moderada (PM) e de suporte (PP); e os critérios para classificar o impacto benigno ou
neutro de variantes que pontuam a evidéncia como independente (BA), forte (BS) e de suporte (BP). A classificacédo
final em uma categoria para estimar a patogenicidade (1-5) resulta da combinagdo das pontuagdes de evidéncia P_
e B_ (Richards et al, 2015).

Laudos de Interpretacéo: os laudos de interpretagdo devem ser claros e concisos e abordar o diagnéstico da pessoa
em investigagdo. Além de seu foco principal, que é declarar a conclusdo molecular geral em resposta a questao
genética, o laudo de interpretacdo deve incluir detalhes suficientes para permitir a identificagdo da variante em outros
laboratérios (ou seja, indicar as abordagens préticas utilizadas, as limitagdes das técnicas, a sequéncia genémica
de referéncia utilizada e a classificagdo da patogenicidade de acordo com as diretrizes do ACMG, incluindo as
evidéncias aplicadas para classificagdo e referéncias; ACGS reporting guidelines, 2020; Deans et al, 2022; Claustres
et al, 2014; Gomez et al, 2019). Os laudos de interpretagdo devem incluir informagdes que expliquem a extensao
real do diagnéstico molecular em linguagem simples, com indicagéo clara, por exemplo, dos riscos especificos para
o desenvolvimento de fenétipos especificos na familia.

Garantia de qualidade: em testes genéticos, a garantia de qualidade abrange todos os aspetos do processo de
diagnéstico, desde a extragdo de &cido nucleico e procedimentos analiticos até a classificacdo e descri¢do das
variantes detectadas e a produgdo de um laudo de interpretagdo. Controle de qualidade interno (CQlI) dos testes
genéticos deve ser realizado rotineiramente para garantir a validade dos resultados gerados. Existem programas
formais de EQA para garantir que o processo de diagndstico e os procedimentos de relato estejam em conformidade
com outros laboratérios (por exemplo, a Avaliagdo de Qualidade Genémica [GenQA] e, especificamente para a
avaliagdo genética da hemofilia, o Programa de Avaliagdo Externa de Qualidade Nacional do Reino Unido [NEQAS
RU] para Coagulagdo Sanguinea). Os laboratérios de genética devem passar por acreditagdo periddica, se disponivel,
de acordo com normas acordadas internacionalmente, por um organismo aprovado. Isto garante a prestagdo de
servigos de diagndstico genético de alta qualidade.
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