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RESUMO

Objetivos: Identificar e classificar os hemofilicos residentes no Estado de Santa Catarina,
analisar o entendimento sobre a transmissdo genética pela populacdo em estudo, pesquisar a
presenca de anticorpos contra os fatores VIII ou IX (inibidores), artropatia cronica, doencas
hemotransmissiveis, avaliar o estado de imuniza¢do para a Hepatite B. Métodos: Estudo
transversal, observacional de 161 hemofilicos no periodo de janeiro a dezembro de 2005 com
avaliagdo coagulométrica da atividade de fator VIII e IX, de inibidores em Unidade Bethesda,
inquérito sobre hereditariedade, marcadores sorologicos e extragdo de DNA. Resultados. A
média de idade ao estudo foi 22 anos, houve predominio de hemofilicos A, a classificacao entre 1
a 5 % de atividade anticoagulante foi a mais freqliente, com 69,6%. A compreensdo dos
hemofilicos sobre doenga genética foi de 91,9%. A prevaléncia foi de 4,9 para 100.000
habitantes. O comprometimento articular cronico com limitagdo da amplitude de movimentos
(ADM) acometeu 52,2 % sendo as articulacdes dos joelhos as mais afetadas. O inibidor dos
fatores VIII e IX ocorreu em 11,8% dos individuos. A soropositividade para o HIV foi de 1,8%.
Dois hemofilicos eram HBsAg positivos, 46 (28,5%) para o anti-HBc e 55 (34,16%) para
reagentes HCV. A co-infeccdo viral foi de detectada em 20,5%. Eram imunizados contra hepatite
B 57%. Conclusdo: A hemofilia A moderada ¢ a forma clinica mais comum da doenga no Estado
de Santa Catarina, o nivel de compreensao sobre a condi¢ao hereditaria da doenga ¢ considerado

bom. E alta a prevaléncia da hepatite C.

Palavr as chave: Hemofilia, inibidor, doengas hemotransmissiveis, epidemiologia.
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ABSTRACT

Objectives: To identify and to classify the resident hemophilic in Santa Catarina State, to analyze
the agreement on the genetic transmission for the population in study, to search the presence
antibodies against factor VIII or IX (inhibitors), chronic joint disease, transfusion transmitted
diseases, to evaluate the immunization state it Hepatitis B. Method: Transversal, observational
study of 161 hemophilic in the period of January the December of 2005, with coagulometric
methods to evaluation of the activity of factor VIII and IX, Bethesda Method, a study about
heredity, serologic markers and DNA extraction. Results: The mean of age was 22 years old, had
hemophilic predominance, the classification between 1 and 5% of anticoagulation activity was
most frequent, with 69,6%. The understanding of the hemophilic on genetic illness was of 91,9%.
The prevalence was of 4,9 for 100.000 inhabitants. The injury to articulate chronic with limitation
of the range of motion (ROM) happened in 52,2 % being the joints of the most affected knees.
The inhibitor of factors VIII and IX occurred in 11,8% of the individuals. The seropositivity for
the HIV was of 1,8%. Two positive hemophilic were HBsAg, 46 (28,5

%) for anti-HBc, and 55 (34,16%) for reagent HCV. The viral co-infection of was detected in
20,5%. They were immunized against hepatitis B 57%. Conclusions: The hemofilia A the
moderate one is the more common clinic form of the illness in the State of Santa Catarina. The
understanding level on the hereditary condition of the illness is considered good Is high the

prevalence of hepatitis C. It was extracted the DNA of all hemophilic B.

Key-Words: Hemophilia, inhibitor, transfusion transmitted diseases, epidemiology.
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1. INTRODUCAO

H4 mais de dois mil anos, o Antigo Testamento ja relacionava hemorragia com
consangiiinidade e proibia a circuncisdo de familiares com historico de sangramento. No século II
d.C. o Talmud, escrito judaico, determinava ndo submeter a circuncisdo o terceiro filho de uma
mulher se dois irmdos mais velhos tivessem morrido de sangramento, apos procedimento similar.'

Séculos foram transcorridos, até que em 1803, na Filadélfia, Estados Unidos da América
(EUA), John Conrad Otto caracterizou a entidade na qual apenas os homens apresentavam os
sintomas hemorragicos, entretanto a doencga era transmitida pelas mulheres a uma proporgao
variavel de seus filhos. *

O termo hemofilia foi introduzido na comunidade cientifica com o trabalho de Hopff da
Universidade de Zurich, Alemanha, em 1828, para descrever um distirbio hemorragico congénito
que afetava os homens. '*

A hemofilia tornou-se conhecida e popular no século XIX, como “enfermidade real”,
porque a Rainha Vitéria da Inglaterra (1837-1901) disseminou o gene as familias reais da
Alemanha, Russia e Espanha, através de seus descendentes.

Um dos casos relevantes para a historia refere-se ao de Aléxis, filho de Alexandra (neta da
rainha Vitoria) e de Czar Nicolas II da Russia, portador de hemofilia nascido em 1904. Especula-
se que a doenca do pequeno principe e a presenca da célebre figura do curandeiro Rasputin
(mistura de santidade com charlatanismo, que tinha o poder de hipnotizar Aléxis, reduzindo
assim suas crises de sangramento) exerceram uma enorme influéncia sobre a familia Romanov,
inclusive nas decisdes politicas, contribuindo definitivamente para a queda da dinastia russa e o
surgimento de um novo regime politico, o Comunismo. >

A primeira analise completa a respeito da hereditariedade foi atribuida a Bulloch e Fildes,
que ao catalogarem mais de 200 familias com hemofilia em 1911, descreveram o padrao de
heranga genético envolvendo o cromossomo X.> Os homens apresentam as manifestagdes clinicas

por possuirem unico cromossomo X e transmitem obrigatoriamente o X hemofilico (Xy) para suas



filhas. As mulheres como portadoras (Xu/X) terdo 25% de probabilidade de gerar um filho
hemofilico. *

A hemofilia pode ocorrer de forma espontanea, como mutagdo “de novo”, em até 30% dos
individuos acometidos. A forma adquirida ¢ muita rara, acomete homens ¢ mulheres e relaciona-se
principalmente as doencas auto-imunes ou neoplasias, frequentemente de extrema gravidade
acometendo pacientes acima de 50 anos.””’

As mulheres portadoras s3o normalmente assintomdticas ou oligossintomaticas,
entretanto, poderao ser hemofilicas quando uma das seguintes situagdes estiver envolvida: o
fenomeno de lionizagdo: ha a inativagdo de um dos cromossomos X ao acaso (chance de 50%
para cada X), se a expressao for do gene mutado a mulher serd hemofilica; a mae portadora e o
pai hemofilico; ou defeito genético possuindo unico cromossomo X(como na Sindrome Turner -
X0).*®

O sistema hemostatico que mantém o fluxo sanguineo e a integridade dos vasos ¢
coordenado por diversas proteinas pro-coagulantes, inibidores, componentes da fibrindlise,
plaquetas e endotélio vascular. A deficiéncia dos fatores da coagulagdo como a dos fatores VIII e
IX abordados neste trabalho, pode provocar sangramento repetitivo, levar o paciente a invalidez
permanente ou até ao oObito.

A determinagdo especifica da atividade coagulante, ou seja, a propriedade do plasma que
corrige os defeitos da coagulacdo, seu perfil funcional ¢ referido como coagulantes (FVIIIL:C e
FIX:C). A expressao do antigeno do Fator VIII e IX ¢ denominada fator VIII:Ag ou fator IX:Ag.
e pode ser quantificada por método imunologico (FVIII:Ag ou FIX:Ag). Por definicao 1 Ul do
fator ¢ a atividade presente em 1 ml de um pool de plasma normal, o qual corresponde a 0,2 pg
do fator VIII ou 0,1 pg do fator IX. *'°

Em individuos normais o nivel do coagulante e do antigeno ¢ paralelo. Entre os
hemofilicos 90% apresentam redugdo concomitante de coagulante e antigeno, mas em 10% dos
pacientes com hemofilia A encontra-se disfungao do fator VIII com reducao do FVIII:C e niveis
normais do FVIIL:Ag.**!°

A primeira transfusdo com o intuito de coibir a hemorragia pos-operatéria de uma crianca
hemofilica foi realizada, de forma empirica, pelo cirurgido Samuel Lane em Londres, no ano de

1,2 ~ . ’ ~ . , . 3
1840,  mas a compreensao cientifica da coagulagao ocorreria somente no século segulnte.



O diagnostico laboratorial da doenga obteve-se a partir de demonstragdo do defeito na
coagulacdo, em 1893 por Almroth Wright. Em 1937, Patek e Taylor isolaram uma fragdo,
denominada fator anti-hemofilico ou fator VIII, ausente ou deficiente nos hemofilicos. Em 1952,
Marcfarlane identifica outra proteina chamando-a de fator de Christmas ou fator IX. '

A descoberta da globulina anti-hemofilica e do fator Christmas determinou a diferenciagdo
etiologica dos dois tipos de hemofilia ligados ao cromossomo X: a hemofilia A (deficiéncia de
fator VIII) e a hemofilia B (deficiéncia de fator IX); ambas indistinguiveis clinicamente. A
tendéncia hemorragica ¢ correlacionada com a quantidade e atividade coagulante de fator presente
no plasma, cujos niveis classificam-na em leve, moderada ou grave.*’

Quando Quick, em 1935, desenvolveu o teste do tempo de atividade de protrombina (TAP)
foi possivel diferenciar outras doencas hemorragicas da hemofilia, ao demonstrar que o conteudo
protrombinico do plasma do hemofilico encontrava-se normal, apesar de ser lentamente
convertido em trombina, conforme evidenciado por Brinkhous em 1939 e que este defeito podia
ser corrigido através de transfusdes de sangue.”

Em 1953, Biggs pesquisou importantissimo teste laboratorial de geracdo da
tromboplastina, que avalia a atividade dos fatores que participam da via intrinseca da coagulagao,
geralmente prolongado nos pacientes hemofilicos, estabelecido atualmente pelo Tempo de
Tromboplastina Parcial ativado (TTPa).>”'

A luz dos conhecimentos atuais, o que se sabe sobre a fisiologia da coagulagio in vivo é
que as proteinas coagulantes ndo estdo mais distintas em dois sistemas: via intrinseca e
extrinseca, mas atuam de forma integrada.'' Esta divisdo ¢ utilizada como recurso didatico para
melhor compreensdo do mecanismo da coagulacdo e para a interpretacdo dos testes de

. . 12,13
rastreamento das anormalidades da hemostasia. =

Os grandes avancos da medicina transfusional, no século XX, foram fundamentais para o
tratamento efetivo de episodios hemorragicos nestes pacientes. A técnica de fracionamento do
sangue em componentes permitiu que o plasma congelado fosse utilizado na terapia dos
distirbios hemostaticos a partir de 1950. A obtencao do criopreciptado (sobrenadante do plasma
rico em fatores da coagulagdo como VIII e IX) pela Dra. Judith Graham Pool, na década de 60,
propiciou redugdo do volume plasmatico a ser infundido, do tempo de tratamento, da sobrecarga

circulatéria e consequentemente do tempo de internagdo.'*



Viabilizavam-se assim cirurgias de grande porte mesmo eletivas para hemofilicos, diminuindo
consideravelmente a taxa de mortalidade. Por outro lado, os efeitos adversos das multiplas
infusdes eram freqlientes e severos, como as reagdes alérgicas e a transmissdao de doengas
infecciosas relacionadas a transfusdo. O atendimento aos hemofilicos de paises desenvolvidos e
nao desenvolvidos pouco diferia naquela ocasido até iniciar a produgdo industrial dos

concentrados obtidos do pool de centenas de doadores."

A transmissao de agentes infecciosos, principalmente os de hepatite, decorria da transfusao
de hemocomponentes e hemoderivados ndo submetidos a adequado processo de inativagao viral.
O surgimento da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA/AIDS) em 1981, causada pelo
HIV, afetou diretamente a populacdo hemofilica em virtude do proprio tratamento.

Na década de 90, 50% das causas direta de 6bito em hemofilicos ainda eram relacionadas
ao HIV.'® Nos Estados Unidos e Europa, 60% a 70% dos hemofilicos foram infectados com o
HIV, virus da hepatite C (HCV) e o virus da hepatite B (HBV). Os que foram contaminados com
HIV chegaram a apresentar uma incidéncia de 200 vezes mais de sarcoma de Kaposi e 30 vezes de
linfoma ndo Hodkgin, em comparacio com a populagio geral.>!’

O progresso na terapéutica mais segura, empregando fatores recombinantes, foi alcangado
apos a identificagdo dos genes da hemofilia B e A, clonados em 1982 e 1984 respectivamente. O
gene do fator VIII (F8) localiza-se na regido q28 do cromossomo X, com 186 Kb e 26 exons e o
gene do fator IX (F9) na regido q27, com 34 Kb e oito exons.'®

O fator VIII ¢ um cofator que circula na forma inativa sintetizado primariamente pelas
células endoteliais dos sinusoides hepaticos circula no plasma em interacdo com o fator de von
Willebrand. Faz parte juntamente com o fator IX do complexo tenase intrinseco que gera
trombina por ativacdo do fator X, com eficiéncia 50 vezes maior que o complexo do FVIIa/TF
(fator VII ativado e fator tecidual), este complexo tenase ainda liga-se 8 membrana das plaquetas
através de sitios expressos quando estas sao ativadas.

O fator IX ¢ uma proteina denominada serina protease, também de sintese hepatica,
vitamina K dependente, que circula no plasma como pré-enzima, sendo convertida para a forma
ativa (IXa) pelo fator XI ou pelo complexo do fator tecidual VIIa. O fator IX rapidamente

A ~ . 11,12,18
converte o fator X em Xa, levando na seqiiéncia a formagao do coagulo.



A correcdo do déficit de fator ¢ dependente da infusdo do fator liofilizado especifico e
para tanto o diagnostico deve ser estabelecido corretamente, haja vista que as manifestagdes
clinicas sao indistinguiveis entre as hemofilias A e B, pois ambas alteram a mesma etapa
essencial no processo de formagao da fibrina.

A intensidade das hemorragias correlaciona-se ao tipo de mutacao e condiciona também a
um maior risco de desenvolver estes aloanticorpos ou inibidores especificos contra os fatores
coagulantes. A presenca dos inibidores ¢ a maior causa de complicagdes do tratamento de
reposicio do fator especifico e uma das mais significantes morbidades atuais da hemofilia.'®>°

O desenvolvimento de anticorpos contra os fatores da coagulacdo (inibidores), traz
intercorréncias hemorragicas severas € em locais pouco comuns, exemplo nas articulagdes das

maos. Os inibidores sdo imunoglobulinas IgG, principalmente subclasse IgG4, que se ligam a

epitopos especificos, causando inativagdo irreversivel do fator. >

As hemofilias A e B sdo, portanto, enfermidades de transmissao hereditaria recessiva,
ligada ao cromossomo X, decorrentes de deficiéncias quantitativas ou de defeitos moleculares
dos fatores VIII e IX, caracterizadas clinicamente por manifestacdes hemorragicas, sobretudo

21
como hematomas e hemartroses.

A abordagem destas exige uma estrutura especifica de custo financeiro elevado para
diagnosticar e tratar os hemofilicos, de maneira eficaz e segura. Os recursos disponibilizados para
cuidados com o hemofilico sdo indicativos do desenvolvimento de uma nagdo. O gasto com a
compra de fatores correlaciona-se ao produto interno bruto (PIB) de muitos paises. **

Estima-se a existéncia de 400.000 hemofilicos no mundo. Conforme dados da Federagao
Mundial de Hemofilia apenas 25% recebem tratamento adequado, 80% dos hemofilicos severos
residem nos paises em desenvolvimento, a maioria morre antes dos 20 anos.”> A terapia génica
aliada ao controle genético sdo perspectivas do mundo contemporaneo na transformagdo desta
realidade.

O Brasil apresenta, de acordo com o ultimo relatorio do Ministério da Saude, o registro de
6.297 hemofilicos, 5.411 catalogados como hemofilicos A e 886 como hemofilicos B. A maioria

~ . . . . 24
pertencente aos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais.



No Estado de Santa Catarina, apenas 157 hemofilicos (146 A e 11 B), aproximadamente
58%, foram relatados ao Ministério da Saude, pois segundo o ultimo censo demografico do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2000, para uma populacdo de 5.356.360
habitantes (homens 2.669.311 e mulheres 2.687.049) a estimativa ¢ de que haja 270 individuos
acometidos considerando a prevaléncia da hemofilia (1:10.000).2>%°

Hé cerca de uma década, no inicio de 1996, os hemofilicos catarinenses passaram a receber
os fatores liofilizados para o seu tratamento. E necessario para isso, que tenham o diagnéstico
confirmado da deficiéncia de atividade dos fatores VIII ou IX, que haja controle sorologico anual
destes pacientes, avaliacdo de inibidores e o encaminhamento destes dados ao Ministério da Satude
para distribui¢ao dos fatores liofilizados aos Estados da Federagao.

Este trabalho teve como finalidades identificar e estudar os hemofilicos, residentes no
Estado de Santa Catarina, analisando a distribuicdo geografica, o entendimento sobre a
hereditariedade desta doenca e o perfil clinico-laboratorial. Com esta proposta, pretende-se

contribuir para adequar de uma maneira mais racional e justa a distribui¢do de fatores liofilizados,

melhorando a qualidade de vida dos hemofilicos catarinenses.



2. OBJETIVOS

Identificar e classificar os hemofilicos residentes no Estado de Santa Catarina.

Analisar o entendimento sobre a transmissao genética pela populagdo em estudo.

Pesquisar a presenca de anticorpos contra os fatores VIII e IX (inibidores), artropatia

cronica e soro-prevaléncia das doencas hemotransmissiveis.

Avaliar o estado de imunizagao para o virus da Hepatite B.



3.METODO

3.1 Delineamento do Estudo

Estudo transversal, observacional do tipo descritivo.

3.2 Caauigtica

Foram selecionados para o estudo 285 individuos considerados portadores de hemofilia A
ou B (CID-10: D 66. X, D 67. X) registrados no Setor de Prontudrio de Pacientes (SSP) do
Servico de Arquivo Médico e Estatistica (SAME) do Hospital Universitario Dr. Polydoro Ernani
de Sao Thiago, Floriandpolis, Santa Catarina (SC) e no sistema informatizado de prontuério
eletronico do Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina (HEMOSC), além da

busca ativa.

Critériosdeinclusio

Foram incluidos no estudo 161 individuos que reuniram critérios clinicos e laboratoriais
para o diagnostico de hemofilia A ou B, que aceitaram os termos do consentimento informado
(Apéndice 1) e estavam em condi¢des adequadas para realizacao dos ensaios laboratoriais.

Critérios de exclusdo

Foram excluidos do estudo 124 individuos cadastrados previamente como hemofilicos,

cuja confirmagdo diagnostica clinica e laboratorial de hemofilia A ou B nao se confirmou, com o

diagnostico de outra coagulopatia, ou os que nao puderam realizar os estudos por terem utilizado



fator de reposi¢do ou apresentassem manifestagdes hemorragicas nos trés dias antecedentes a
coleta dos exames. Excluidos os que ndo mais residiam no Estado de Santa Catarina, e todos os

que nao aceitaram participar da pesquisa.

Registra-se que os hemofilicos os quais 4 ocasido da primeira avaliagdo no Hemocentro
de sua regido ndo se encontravam aptos para a coleta e que assim desejaram foram avaliados em
data posterior com dia e horarios conforme possibilidades do hemofilico e familiares, no
ambulatorio do Hemocentro em Florianopolis.

O intuito foi permitir o seguimento de critérios técnicos recomendados com a correta
determinac¢do do nivel basal e posterior categorizagdo como hemofilico leve, moderado ou grave.
Todos eram usuarios do sistema tnico de Saude (SUS), o translado naquela situacdo foi realizado

pelo municipio de origem até Florianopolis.

3.3 Procedimentos

O periodo de estudo desde a coleta de dados até a andlise dos resultados foi de janeiro a
dezembro de 2005. Utilizou-se de um modelo impresso para o consentimento informado e

esclarecido (Apéndice 1) de um protocolo de pesquisa (Apéndice 2).

3.3.1 Coleta de dados

A coleta de dados foi realizada pela identificagdo e localizagdo dos individuos
hemofilicos registrados nos seguintes locais: SAME do HU, do livro de registro da liberagdo de
hemoderivados do Servico de Hemoterapia/HU-UFSC, unidades de Hemoterapia do HEMOSC
no Hospital Infantil Joana de Gusmao e no Hospital Governador Celso Ramos de Florianopolis,
ambulatorios do HEMOSC, Associagdo de Hemofilicos do Estado de Santa Catarina, Secretarias

Regionais de Satde e informagdes de familiares ou conhecidos (nome, enderego ou telefone).

O consentimento informado (Apéndice 1) que foi respondido pelo entrevistado e ou

responsavel legal. Foi assegurado aos entrevistados que as informagdes coletadas seriam
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armazenadas e documentadas cientificamente, com a finalidade de se conhecer melhor o perfil
dos portadores desta entidade. Os individuos elegiveis receberam um codigo numérico (a partir

de 1) para facilitar a exposic¢ao dos resultados, mantendo-se o sigilo sobre sua identidade.

3.3.2 Avaliagao Clinica

A avaliacdo clinica dos pacientes foi realizada nos ambulatorios dos Hemocentros
Regionais do Estado (Criciuma, Lages, Chapeco, Joacaba, Joinville e Florianopolis), de acordo
com as manifestacdes peculiares a enfermidade, caracterizadas no protocolo de pesquisa

(Apéndice 2).

Variaveis estudadas englobaram: etnia, idade, municipio de procedéncia, compreensdo
por parte da populacao estudada do carater hereditario da hemofilia, classificacdo quanto ao tipo
da doenca, manifestacdes clinicas hemorragicas, freqiiéncia dos episddios hemorragicos,
comprometimento articular, ensaios laboratoriais compostos pelo estudo da coagulagdo, do perfil
sorologico, avaliagdo do estado de imunizagao para hepatite B e extragdo de DNA.

A faixa etéria foi estratificada conforme o Instituto Brasileiro de Geografia ¢ Estatistica
(IBGE), a fim de permitir uma melhor percepg¢ao dos fatores de risco para intercorréncias clinico-
laboratoriais e estabelecer uma andlise comparativa entre o percentual das faixas etarias da
populagdo masculina estimada para o Estado de Santa Catarina e a populacao hemofilica.

Quanto ao género, foram estudados exclusivamente portadores masculinos por condigdo
inerente da doenca relacionada ao cromossomo X.

O comprometimento articular cronico definido clinicamente pela limitagdo da
amplitude de movimento (ADM) ao impossibilitar a completa flexao e ou extensao da articulagdo
comprometida. Considerou-se positivo qualquer alteracdo presente, independente do grau de
acometimento, quantificando-se o nimero e o local de articulagdes afetadas.

A frequéncia de episddios hemorragicos e da necessdade de terapia (ndo
especificamente a dose necessaria para controle dos episodios hemorragicos) foi estabelecida
conforme o relato dos entrevistados. Estas varidveis foram categorizadas através do intervalo

entre as reposicoes dos hemoderivados, em numero de dias e por presenca de hemorragias de
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repeti¢ao (dois ou mais episodios hemorragicos consecutivos em mesma articulagdo alvo, no
intervalo de um més).

Os critérios para o diagnéstico da hemofilia A ou B foram baseados nas manifestagoes
clinicas, associados aos niveis de fatores VIII e IX, conforme classificagdo abaixo:

Leve: sangramento espontdneo raro ou ausente, episodios hemorragicos pontuais pos-
trauma significativo ou intervengdo cirurgica, necessidade de fator de reposi¢do
excepcionalmente ou nenhuma.

Moderada: manifestagdes hemorragicas espontidneas ocasionais, sangramento com
traumas moderados ou cirurgias, necessidade de reposi¢do de fator ocasional.

Grave: sangramentos espontdneos e freqilientes, ocorréncia apds pequenos traumas,

necessidade freqiiente de reposicdo de fatores. *

3.3.3Ensaios Laboratoriais

A fase pré-analitica de coleta, manuseio, transporte e conservagao, bem como os estudos
para o diagndstico das alteragdes especificas da coagulagdo e dos marcadores sorologicos
seguiram os procedimentos técnico-operacionais ¢ de controle de qualidade do hemocentro
(Anexo 1), observado a utilizagdo dos equipamentos de prote¢ao individual pertinentes a cada
etapa e os cuidados universais com material de risco biologico..

A execucdo dos testes laboratoriais foi realizada por equipe técnica dos laboratérios de
sorologia, hematologia e biologia molecular centralizados no Hemocentro Coordenador do

HEMOSC em Floriandpolis, SC.

Ap6s a entrevista foram coletados amostra de sangue venoso

Sistema de coleta
Utilizando-se tubo de vidro a vacuo vacutainer para a coleta 4,5 ml sg total em tubo com

aditivo citrato trissodico 9:1 codigo alfa INC codigo de cores azul claro para coagulacdo citrato

0,5 ml (9NC), 2 tubos primarios
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Antissepsia local com alcool etilico 70° prosseguindo com a coleta seqiiencial dos tubos:
1° 2 tubos com citrato (tampa azul claro); 2° tubo para soro com gel separador (tampa vermelha)
3° tubo com EDTA (tampa roxa) para exames de biologia molecular. Amostras homogeinizadas

suavemente por inversao.

Puncéo venosa: foi realizada por profissional técnico treinado sendo o local preferencial
os membros superiores na veia basilica mediana (eventualmente cefalica ou arco venoso dorsal
da mao) mantendo o do paciente de forma confortavel, na posi¢cdo sentada, e para criangas,

quando necessario na posi¢ao deitada.

Para a determinagao da atividade dos fatores da coagulagdo os soros foram separados por
centrifugacdo imediatamente em periodo méaximo de 1 hora e armazenados a — 20°C com
identificagdo e vedagdao adequada dos recipientes, para o transporte até a realizacdo dos ensaios
quando sofreram descongelamento rapido a 3°C, seguido de homogeneiza¢do delicada e

rapidamente testado por método automatizado.

M étodo de Coagulacéo

Equipamentos utilizados: maquina de coagulagdo automatica Coag A Mate MTX 11,
Organon Teknika e centtrifuga Eppendorf regrigerada.

No estudo de coagulacdo empregou-se plasma citratado com a realizagdo automatizada
do TP e do TTPa para a triagem, e da dosagem funcional em tunico estagio dos fatores de
coagulagdo VIII e IX, empregando-se o método coagulométrico, como diagndstico confirmatorio.

O plasma pobre em plaquetas foi obtido apds a centrifugacdo do sangue com a velocidade
de 3.000 rpm por 15 minutos em centrifuga refrigerada a temperatura de 4 °C, imediatamente
congeladas a — 20°C.

Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) foi determinado a partir da
recalcificagdo do plasma com citratado, na presencga de fosfolipide, a cefalina, e do ativador do

sistema de contato, o caulim. O tempo de coagulacdo foi expresso em segundos e relacionado
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com um plasma normal (D/N). Os valores considerados normais para o tempo de coagulagdo
foram de 30” + 2”¢ a para a relagdo D/N =1 a 1,3.

Tempo de protombina (TP), ensaio realizado para auxiliar no diagnostico diferencial
das coagulopatias ao avaliar de forma geral os fatores da via extrinseca da coagulagdo e também,
considerado pela pesquisadora, como um parametro de controle para validacdo das amostras para
o estudo de coagulacao.

Baseado no tempo de recalcificagdo do plasma na presenca de excesso de fosfolipides
(tromboplastina), segundo o método descrito por Quick et al (1935), utilizou-se a tromboplastina
calcica com indice de sensibilidade (ISI) igual 1,2+0,1 para determinacdo da relagdo de
normalizagdo internacional (RNI), permitindo que o nivel de anticoagulacdo avaliado fosse
sempre o mesmo.>”’ O resultado foi expresso em segundos e em relagdo plasma deficiente (ou do
doente), em RNI e plasma normal (D/N), com os seguintes parametros normais: atividade = 70-
100% RNI=1,0£0,2 D/N=1,0+0,2.

Concentracao plasmatica do FVIII eF 1X, foi utilizado o método de corre¢do do TTPa
na presenca de plasma deficiente do fator especifico VIII ou IX. O ensaio consistiu na medida do
tempo de coagulagdo, na presenca de cefalina e ativador, de um sistema no quais todos os fatores
estdo presentes, exceto os fatores a serem investigados, que provinham da amostra em teste. O
resultado foi expresso em porcentagem da atividade da coagulacdo, empregou-se reagentes
distintos contendo plasma humano liofilizado, deficiente em fator VIII:C e IX:C e curva de
calibragcdo com padrao de referéncia estabelecido pelo fabricante, (anexo 2), determinando-se a
atividade coagulante em percentagem, aonde 100% ¢ igual a 1 Ul/ml de fator VIII:C. Definido
como valor de normalidade 100% =+ 50 % de atividade.

A deficiéncia de fatores foi categorizada de acordo com o Subcomité do Fator VIII e fator
IX do Comité Cientifico de Standartizacdo da Sociedade Internacional de Hemostasia e
Trombose como:

LEVE => 5% a 40 % de atividade de fator VIII ou > 0,05 Uml a 0,4 U ml.

MODERADA =1 a5 % de atividade de fator VIII ou 0,01 U ml a 0,05 U ml.

GRAVE = < 1 % de atividade de fator VIII ou < 0,01 U ml.**
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Quanto a pesquisa de inibidores (anticorpos) contra o fator VIII ou I X foi empregado
o método Bethesda, que utiliza como fonte de fator o plasma normal e tempo de incubagao de
duas horas. Por definicdo, uma unidade Bethesda (UB) corresponde a quantidade de anticorpos
circulantes capazes de inativar 50% do fator VIII ou IX existente em 0,1 ml de plasma normal.
28,29

Considerou-se como inibidor de alta resposta quando a atividade inibitoria do anticorpo

foi > 5 UB/ml em qualquer periodo de avaliagdo e inibidor de baixa resposta para os que

apresentaram anticorpo persistentemente < 5 UB/ml a despeito das mudancas no fator de
s 28
reposi¢ao.
Todos os pacientes com inibidores € que ndo se encontravam em acompanhamento

médico especifico, foram encaminhados para controles peridodicos no ambulatério do HEMOSC.

O estudo soroldgico seguiu as normas técnicas padronizadas, da rotina do proprio
laboratorio, sendo empregados para os testes os reagentes comerciais devidamente registrados e
validados (Apéndice 3).

Para a deteccdo dos agentes infecciosos (da hepatite B, C, HIV, HTLV I e II, doenca de
Chagas, e sifilis), seguiu-se a triagem soroldgica de doadores de sangue recomendadas pela
Resolucéo de Colegiado (RDC) 153, dejunho de 2004.*° Incluiram-se os seguintes marcadores:

- Virus da Hepatite B: antigeno de superficic do HBV (HBsAg) e seu respectivo
anticorpo (anti-HBs), anticorpos totais para o antigeno capsideo nuclear - core (anti-HBc total)
por ensaio imunoenzimatico EIA ( enzyme immuno assay).

- Virus da Hepatite C: anticorpo anti-HCV através de EIA e confirmatorio por imunoblot
RIBA (recombinant immuno blotting assay). Estudo complementar pela técnica de biologia
molecular, acido ribonucléico viral (RNA=ribonucleic acid) por reagdo em cadeia de polimerase
(PCR). A pesquisa de anticorpo anti-HCV com RIBA foi realizado para as situagdes em que o
resultado do anti-HCV EIA era reagente ¢ o PCR ndo reagente.

- Virus da Imunodeficiéncia Humana Adquirida |l ell: anti-HIV I, o subtipo O e anti-
HIV II, por duas metodologias, sendo uma realizada com identificacao simultdnea do antigeno de

particula viral P24 do HIV I. O teste anti-HIV confirmatoério empregado foi o Western Blot
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(WB). Os pacientes com idade inferior a 18 meses serdo monitorados e submetidos a novos
estudos para confirmagdo ou nao da infecgdo pelo virus HIV.

- VirusLinfotrépico de células T Humanas| ell: anticorpos anti-HTLV I, II, EIA.

- Chagas: anti-Tripanossoma cruzi (anti-T cruzi), técnica EIA.

- Sifilis: pesquisa por teste ndo treponémico anti-cardiolipina ndo especifico, RPR (rapid
reagin plasmatic) e confirmatdrio com anticorpo treponémico especifico FTA - abs.

Os resultados laboratoriais com as devidas orientacdes aos hemofilicos, quanto a
necessidade de acompanhamento de servigos especializados (gastroenterologia, infectologia,
ortopedia, odontologia, fisioterapia, etc.) bem como, para os pacientes susceptiveis a infecgdo
pelo virus da hepatite B (anti - HBs negativo associado ao anti - Hbc e HbsAg ndo reagentes), a

prescri¢do da vacina, segundo critérios do Programa Nacional de Imunizagio (PNI).*!

3.4 Andlise Estatistica

Os dados das entrevistas, os resultados dos testes sorologicos ¢ de coagulagdo foram
armazenados em banco de dados, elaborado com o software EPIDATA versdo 2.1%, e ainda
utilizando-se do programa EPIINFO versao 6,04d (Centers for Diseases Control and Prevention
Atlanta, USA) e Stata 7.0.

A analise estatistica do estudo levou em consideragdo as varidveis categoricas expressas
em numeros absolutos e relativos (percentuais) e através dos testes de qui-quadrado, odds
ratio(OR), com o intervalo confianga (IC) de 95%, este Ultimo para estimar a chance de um
hemofilico desenvolver inibidor conforme o indice de gravidade ou déficit de fator VIII ou IX da

coagulagdo,

3.5 Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos
O protocolo de pesquisa e o consentimento informado foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina, projeto

n°14/2005. (Anexo I)



4. RESULTADOS

Esta pesquisa incluiu 161 individuos com diagndstico de hemofilia, residentes no Estado
de Santa Catarina. Dentre estes hemofilicos, todos do sexo masculino, 157 (97,5%) eram

caucasianos e quatro (2,5 %) eram afro-descendente (Figura 1).

Distribuicio Etnica dos Hemofilicos
2,5%

97,5%

W Caucasianos B Afro-descendentes

FIGURA 1 - Distribui¢ao dos 161 hemofilicos de acordo com a etnia.
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As figuras 2, 3 e 4 demonstram os resultados dos ensaios utilizados para determinar as
alteragdes da hemostasia, ou seja dosagem dos fatores VIII e IX e a presenga de anticorpos contra

os fatores VIII e IX ou inibidores dos casos estudados (apéndice 4).
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FIGURA 2 — Grafico da distribuicao dos resultados do Tempo de Atividade de
protrombina ativada (TTPa) em relagdo ao nivel de fator VIII.
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FIGURA 3 — Grafico da distribuicao dos resultados do Tempo de Atividade de
protrombina ativada (TTPa) em relacao ao nivel de fator IX.
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FIGURA 4 — Grafico da distribuicao dos resultados do Tempo de Atividade de
protrombina ativada TTPa em relacdo ao nivel de inibidor.
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Os 139 hemofilicos A ¢ os 22 hemofilicos B, classificados clinico e laboratorialmente
corresponderam respectivamente a 86,3% (IC 95% 80,8-91,2%) e a 13,7% (IC 95% 8,8-20%,)

como demonstrado na Figura 5.

Classificacéo Clinico-laboratorial

160

139 (83,6%)

g 140 -
= 120 -
S 100
=
Qo 80 -
3 60 -
(@]
= 40 22 (13,7%)

20 -

N .
Hemofilia A Hemofilia B

FIGURA 5 - Distribui¢ao dos individuos de acordo com a classificagdo clinica em hemofilia A e
B. Periodo: janeiro a dezembro 2005.
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O nivel moderado de atividade coagulante dos fatores VIII (hemofilia A) e IX (hemofilia
B) preponderou na amostra estudada com um percentual total de 69,6% e apenas 5,6% dos
hemofilicos foram considerados graves. Dos 112 (69,6%) hemofilicos que foram categorizados

como moderados, 102 eram hemofilicos A e 10 eram hemofilicos B (Figura 6).

Hemofilia A

Hemofilia B
7 (5%
30 (22%) (5%)

10 (45%) 2 (9%)

102 (73%)

10 (46%)

Hemofilia A e B

40 (24,8%) 9 (5,6%)

E Grave < 1%

B Moderada 1 -5 %
112 (69,6%) OLeve > 5%

FIGURA 6 - Distribui¢do da classificagdo dos hemofilicos A ¢ B em nimero absoluto e

percentual, conforme o nivel detectado de atividade coagulante dos fatores. Periodo: janeiro a
dezembro de 2005.
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A idade variou de trés meses a 71 anos, a média foi de 22,2 anos com desvio padrao de
15,4 e mediana de 19 anos. A maioria dos individuos (96) pertenceu as faixas etarias de até 20
anos, ou seja, 59,6 % dos hemofilicos (Figuras 7 e 8).

faixa etéria — leve
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FIGURA 7 — Distribui¢do dos individuos hemofilicos A conforme o grupo etario a coleta e a

classificacdo quanto a gravidade clinica e laboratorial, em nimero absoluto. Periodo: janeiro a
dezembro de 2005.
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FIGURA 8 — Distribui¢ao dos individuos hemofilicos B conforme o grupo etario a coleta e a

classificagdo quanto a gravidade clinica e laboratorial, em numero absoluto. Periodo: janeiro a
dezembro de 2005.
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Utilizando-se do censo demografico estratificado pela idade e sexo estimados da
populacdo geral masculina de 2.967.207 para o ano de 2005 e em comparagdo relativa
(percentual) com as faixas etdrias dos 161 hemofilicos estudados ¢ possivel destacar a

predominancia da  populagdo  jovem  hemofilica at¢ 20 anos, figura 9.

Comparativo percentual para cada faixa etariaentre a
populacdo masculina e a populacdo hemofilica do
Estado de Santa Catarina

X =30,11

P< 001
20

18

16

14

12

Per centual

10

o1 l|_ 4 5|_ 9 10|_ 14 15|_ 19 20|_ 29 30|_ 39 40|_ 49 50|_ 59 60|_ 69 70|_ 79 +80
Faixa Etaria

B Populagao Masculina
B Populagdo Hemofilica *

* Percentual calculado em relagdo ao total de individuos estudados (n=161)
FIGURA 9 — Distribuigdo dos individuos hemofilicos de acordo com a faixa etaria, em

comparacao a populacdo masculina de Santa Catarina, em niimero percentual. Periodo: janeiro a

dezembro de 2005.
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Os hemofilicos (n=161) procederam de diversas regides do Estado, a maioria residindo
proximo aos centros de atendimento médico. As cidades mapeadas de Floriandpolis, Concordia,
Palhoga, Joinville e Lages, respectivamente em ordem decrescente, detinham o maior nlimero de

hemofilicos (Figura 10).

FIGURA 10— Mapa de distribui¢cdo macro-regional conforme a procedéncia dos hemofilicos A e
B do Estado de Santa Catarina, janeiro a dezembro de 2005.

Planalto s&s
Serrahoe =

13

 Hemofilicos

A prevaléncia média de hemofilia em Santa Catarina foi de 4,90 hemofilicos por 100.000

habitantes, com uma taxa respectiva de 4,23 hemofilicos A e 0,67 hemofilicos B.
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O Planalto Norte foi a regido de menor prevaléncia representado por dois individuos,
perfazendo um total de 2,82 casos e o Oeste foi a regido com maior prevaléncia 46, ou seja, de

13,16 hemofilicos para cada 100.000 habitantes (figura 11, apéndice V).

Prevaléncia por 100 000 habitantes

1,43
1,49

Planalto Norte

Valedo Itajai

Grande Fpolis

Sul

Meio Oeste

Norte

5,75
Planalto Serrano

12,02
Oeste

B Hemofilia A

TOTAL B Hemofilia B

0,67

FIGURA 11 - Prevaléncia hemofilia A e B por 100.000 habitantes, distribuidos conforme as
macro-regides do Estado de Santa Catarina, janeiro a dezembro de 2005.
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A parcela mais significativa dos hemofilicos, moderados e graves, fazia uso da reposi¢ao
de fatores a cada dois meses, enquanto os portadores de deficiéncia leve o faziam duas a trés

vezes por ano (Tabela 1).

TABELA 1 - Distribuicdo dos hemofilicos em nimero absoluto e percentual de acordo com a

classificacdo clinica e o intervalo de dias da necessidade de reposicao dos fatores VIII e IX (p

0,1945).

Terapiade Leve Moderada Grave Total
Reposicao

intervalo/ dias n % n % n % n %
7 26,7 2 18 0 0 4 2,6
15 2 67 11 10,1 2 153 15 10
30 2 6,7 23 21,3 3 23 28 19
60 4 133 34 31,6 4 30,7 42 272
90 5 16,6 19 17,6 2 15,6 26 17,2
120 2 6,7 328 0 0 5 0,6
180 1 3,3 2 1,9 0 0 3 3,3
270 9 30,0 11 10,2 1 1,7 21 14
365 3 10,0 327 177 7 46

Total 30 100 108 100 13 100 151 100
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O conhecimento dos hemofilicos e ou seus familiares de serem portadores de uma doenga

genética foi de 90,6% para hemofilia A e 100% para hemofilia B (Tabela 2).

TABELA 2 - Distribui¢ao das respostas dos hemofilicos as variaveis sobre o

conhecimento da transmissao genética de sua enfermidade.

. HEMOFILIA A HEMOFILIA B

QUESTOES Sm % Nao % Sim % Nao %
Doenca 126 90,6 13 94 22100 0 0,0
genética
Transmite

aos 116 83,0 23 165 20 90,1 2 9.9
descendentes

Filhas 87 65.6 52 374 16 72,7 6 273
portadoras

Filhos 85 612 54 38.8 15 68,0 7 32.0
normais

Netos

afetados 85 612 54 388 16 72,7 6 273

Oou nor mais
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Entre os hemofilicos A, 82 relataram conhecer pelo menos um outro familiar portador de
hemofilia. Entre os hemofilicos B, 10 apresentavam 1 a 4 membros portadores entre os seus

familiares. (Figura 12).

Outros casos de hemofilia A ou B,
pertencentes a mesma familia

90
B Hemofilia A
80

B HemdfiliaB

0 la4 5o0u mais

n° de familiares com hemofilia

FIGURA 12 - Distribui¢ao dos individuos com histéria familiar de hemofilia (outros casos
conhecidos) em numero absoluto e percentual.
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A maioria dos individuos apresentou formas indicativas de comprometimento
osteoarticular. A artropatia, secundaria a hemorragia de repeticdo, foi detectada em 60

hemofilicos e a quantidade de articulacdes afetadas variou de uma a sete num mesmo individuo

(Figura 13).

Artropatia Hemofilica
n° de articulagcbes afetadas em mesmo
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FIGURA 13 - Distribuicdo do nimero de hemofilicos portadores de artropatia de acordo com
numero de articulagoes afetadas
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A figura 14 ilustra a presenca da artropatia hemofilica observada em 79 (56,8%)
hemofilicos A e 10 (45,5%) hemofilicos B, através da redugdo na amplitude de movimento
articular (ADM). O dano articular cronico comprometeu as atividades para o trabalho em 27

(16,7%) hemofilicos e os sangramentos intra-articulares de repeticdo ocorreram em 56 (34,7%)

dos portadores (n=161).

ARTROPATIA HEMOFILICA

Percentual de intercorréncias articulares

B 13,6%

10 3 3
A 17,3%
79 24 53

[ Alteracdo ADM [] Incapacidade trabalho  [JJ Hemorragia repeticdo

FIGURA 14 — Distribuicao das complicagdes articulares cronicas em aos hemofilicos A e B, em
percentagem janeiro a dezembro de 2005,
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A figura 15 evidencia nitidamente a atrofia muscular e a alteracdo da ADM com perda da

flexibilidade secundaria a artropatia hemofilica.

FIGURA 15 - Limitagdo ADM em paciente hemofilico A com artropatia cronica.
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O numero de articulagdes comprometidas foi em uma ordem de maior freqiiéncia: os

joelhos (46%), os cotovelos (33%) e os tornozelos (11%), ilustrados na Figura 16.

Articulacbes Comprometidas

50 1% 1%

46%

@ joelho @ cotovelo O tornozelo
O quadril B ombro M outros

FIGURA 16 — Grafico demonstrando as articulagdes comprometidas de maior prevaléncia.
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A figura 17 revela a realidade da deformidade assimétrica das articulagdes de joelho em

um paciente hemofilico adulto.

FIGURA 17 - Comprometimento articular cronico nos joelhos secundario a hemartrose de
repeticdo em hemofilicos A moderado.
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Verificou-se que dos 161 hemofilicos, 19 (11,08%) desenvolveram inibidores, destes,
21,06% apresentaram hemofilia leve, 68,42% moderada e 10,52% grave.

Avaliou-se o risco para o desenvolvimento do inibidor (OR), o intervalo de confianga (-
95%) nao mostra valores acima de 1. p.ex: 0,30 para hemofilia moderada e 0,16 para hemofilia

grave, tabela 3.

TABELA 3 - Avaliacéo da relacéo entre a gravidade da hemofilia e o risco de

desenvolver inibidor, periodo de janeiro a dezembro de 2005.

Inibidor

Gravidade da hemofilia  Presente Ausente OR (IC 95%)

Leve 4 33 1*
M oderada 13 98 1,09 (0,30 — 4,30)
Grave 2 11 1,50 (0,16 — 11,86)

TOTAL 19 142
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Inibidor de baixa resposta com titulo menor ou igual a cinco Unidades Bethesda, ocorreu

em 68,42% (um com hemofilia grave, nove moderada e trés leve).

O inibidor de alta resposta foi identificado em seis destes individuos (38,58%), dos quais

um com hemofilia leve, quatro com moderada e um com grave (Figura 18).

Atividade dos I nibidores

%individuos
N
g

leve moderada grave

classificacao clinica

@ altaresposta 6 B baixaresposta 13

FIGURA 18 - Distribui¢do dos inibidores de acordo com a classificacdo clinica da hemofilia em
relacdo a alta resposta (> 5 UB) e baixa resposta (< 5 UB) e numero de individuos portadores.
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As taxas de prevaléncia dos marcadores sorologicos para as doengas hemotransmissiveis
pesquisadas estdo demonstradas na tabela 4.

A prevaléncia para os marcadores dos anticorpos contra hepatite B estd demonstrada na
tabela 9. Em 48 (29,8%) individuos o anti-HBc foi positivo, demonstrando contato prévio com o

HBYV, dos quais dois foram considerados portadores cronicos com sorologia reagente para o

HBsAg.

A positividade isolada para o anti-HBs, definido como marcador de imunidade, ocorreu

em 72 (44,7%) dos hemofilicos.

TABELA 4 — Distribuigao dos resultados sorologicos dos anticorpos contra o
virus da Hepatite B de pacientes hemofilicos em numero absoluto e percentual.

Periodo: janeiro a dezembro de 2005.

ANTI-HBc
N&o Reagente Reagente  Indeterminado TOTAL
ANTI -HBs n % n % n % n %
N&o Reagente 28 17,4 9 56 1 06 38 23,6
Reagente 72 447 36 223 0 0 108 67,0
I ndeter minado 12 7,5 3 19 0 0 15 9,4
TOTAL 112 69,6 48 29,8 1 06 161 100
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Dos hemofilicos estudados, 112 eram anti-HBc nao reagentes e foram agrupados em
vacinados (imunizados ativamente) e ndo vacinados para hepatite B, destes 62 eram anti-HBs

reagente ¢ anti-HBc ndo reagente. Do grupo de imunizados, 62 soroconverteram o anti-HBs

(Figura 19).

Sor oconver sio do anti-HBs entr e os hemofilicos
anti-HBc nédo reagentes vacinados e nao
vacinados

@ NAO REAGENTE

B REAGENTE

m INDETERMINADO

% hemofilicos

VACINADOS NAO VACINADOS
ANTI HBs

FIGURA 19 - Distribui¢do dos hemofilicos A e B de acordo com a soroconversao da imunizagao
ou nao para hepatite B, em ntimero absoluto.
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Em relacdo ao estudo da hepatite C, 60 hemofilicos apresentaram os marcadores
indicativos deste, confirmando-se o diagnostico HCV para 55 (34,16%) hemofilicos, 36 por PCR
e 19 por RIBA, como mostra a figura 20, através das técnicas: PCR e imunoblot (RIBA 3.0).

HCV

60 (37,2% )

HCV (+)
(EIA anticor po)
56

PCR (-) PCR (+) ]
24 36
\ 4
RIBA DIAGNOSTICO
24 HCV 22,36%

A 4 v l

REAGENTE NAO INDETERMINADO
REAGENTE 2 (+-)
19(4) 3()

N

DIAGNOSTICO
HCV 11,80%

FIGURA 20 — Fluxograma dos resultados da investigacdo soroldgica para Hepatite C dos

hemofilicos.



38

A coexisténcia de infecgdes virais foi detectada em 33 hemofilicos, 20,5% da populagdo
estudada como se observa na figura 21. O achado mais freqiiente foi a associacdo de hepatite B e

Hepatite C em 30 hemofilicos.

Co-infeccdo viral entre os hemofilicos
3% 39

3%

91% BH|V +HCV
OHIV + HBV
BHIV +HCV + HBV
®EHCV + HBV

FIGURA 21 - Distribui¢ao dos hemofilicos de acordo com a soro-positividade de infecgdes
virais hemotransmissiveis concomitante.



5. DISCUSSAO

Com o proposito de analisar a situagdo da hemofilia A e B no Estado de Santa Catarina
foram estudados 161 individuos procedentes dos diversos municipios, atendidos através da rede
de satude publica.

A hemofilia é rara em negros e chineses. Embora alguns autores nao fagam distin¢ao da
incidéncia entre os grupos raciais, existem relatos, principalmente os estudos entre descendentes
afros americanos, de que a freqiiéncia dos polimorfismos para o gene F8 e F9 sofre variagdo
étnica e implica em maior possibilidade de desenvolver inibidores. Os achados desta pesquisa
também confirmam o numero reduzido de afro-descendentes, apenas quatro (2,5%)
representantes, ¢ nenhum asidtico, observando, entretanto, que o Estado de Santa Catarina ¢
formado por uma populagdo predominantemente caucasiana. (Figura 1). **

O diagnostico foi baseado na apresentagdo clinica de sangramento e na histéria familiar
associado a analise dos parametros laboratoriais (nivel de atividade coagulante plasmatica dos
fatores VIII e IX), categorizando os hemofilicos em leves, moderados ou graves e identificando
os que desenvolveram anticorpos contra estes fatores, denominados inibidores. Este sistema
classificatorio seguiu as recomendagdes do Subcomité Cientifico do fator VIII e IX da Sociedade
Internacional de Hemostasia e Trombose que para determinar o grau de severidade da hemofilia
valoriza o nivel destes coagulantes em relacdo as manifestagdes hemorragicas (Figuras 2, 3 ¢ 4).2

A Federacdo Mundial de Hemofilia (WFH) estima no mundo a presenga de 400.000
pessoas com hemofilia A e B, considerados 200.000 como graves, no entanto apenas 121.000 sao
conhecidos, de acordo com registros da Federagao, houve um acréscimo de 5% no diagnoéstico de
pacientes para o ano de 2005. * Esta pesquisa em Santa Catarina permitiu elevar em 2,5% o
namero de hemofilicos do Estado cadastrados junto ao Ministério da Satade. **2°

A prevaléncia na populacao geral ¢ de 1 para 10.000 hemofilicos A e 1 para 40.000
hemofilicos B, ou seja 25% dos hemofilicos sdao B. O tipo de hemofilia A ¢ mais freqiiente em

relacdo ao de hemofilia B, portanto, na propor¢ao de quatro para um. Os casos analisados

demonstraram que 139 (86,3%) dos individuos pertenciam ao tipo A e 22 (13,7 %) ao tipo B,
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portanto 6,3 hemofilicos A para um hemofilico B, estabelecendo-se uma relacdo mais elevada do
que o descrito na literatura de outros paises e semelhante a Nacional (Figura 5).***

Referéncias internacionais € mesmo nacionais dos tltimos anos trazem pouca informagao
sobre estudos de incidéncia relacionando a clinica com os achados laboratoriais de atividade
coagulante dos fatores e morbidades simultaneas. Quando o fazem abordam um tema especifico
como a relacdo a inibidores, doencgas infecciosas, terapia de reposicao, entre outros.

Correlaciona-se a gravidade clinica diretamente com a quantidade do nivel residual dos
fatores VIII ou IX. A atividade plasmatica com niveis menores do que 1 % ¢ associada a
sintomas hemorragicos graves, de 1 a 5 % com moderados e acima de 5% com leves. **** O
estudo funcional destes fatores pode ser realizado por métodos como os de coagulagdo ou
coagulométrico (em um ou dois estagios) ou como o método cromogénico.>>™

A proporg¢ao de hemofilicos graves predominou na maioria dos trabalhos, utilizando-se da
mesma classificacdo; A freqiiéncia das formas leve, moderada e grave foi em ordem
correspondente de 50%, 10% e 40%, muito embora este nimero pudesse ser sobreestimado, pois
os hemofilicos graves procuram mais comumente os servicos médicos.”™'® O nivel de atividade
coagulante nos 161 hemofilicos difere significativamente da maioria dos trabalhos consultados:
foram detectados como leve 5,6%, moderado 69,6% e grave 24,8% (Figura 6).

A baixa freqiiéncia da forma leve poderia ser decorrente da subnotificacdo dos pacientes
nao vinculados aos centros hemoterapicos que por nao terem vivenciado um procedimento
invasivo ou uma situagdo hemorragica ainda nao foram diagnosticados. Ha de se considerar a
complexidade para dosagem de fatores da coagulacdo nos diversos laboratérios gerais do Estado.

Neste estudo, a predomindncia de hemofilia moderada poderia ser explicada pela
morbimortalidade da hemofilia grave que impediram sua sobrevivéncia. Outra questdo, diz
respeito as metodologias adotadas que nao referiam o intervalo adequado entre o uso dos fatores
de reposi¢do e a realizacdo dos ensaios de coagulagdo, a comprometer os resultados finais. A ndo
observancia do uso prévio da reposicao poderia deslocar o nivel da atividade anticoagulante para
a faixa mais leve da hemofilia. Haveria também modificagdes se os episodios hemorragicos

préximos a coleta ndo fossem considerados como critérios de exclusdao do presente estudo, vieses

considerados para a andlise dos resultados finais.



41

Os hemofilicos participantes apresentaram uma média de idade de 22,2 anos (Figuras 7 e
8). Ao comparar os dados do percentual de prevaléncia da populagao masculina de Santa Catarina
estimados para 2005 (DATASUS/fundagdo IBGE)* com os percentuais para a mesma faixa
etaria da prevaléncia dos hemofilicos, ¢ perceptivel o predominio dos hemofilicos até 29 anos
(73,2%) sobre a populacdo masculina geral do Estado. A diferenca entre estas tem o valor do qui-
quadrado de aderéncia de 30,11 e 8 graus de liberdade o que excede o valor critico para erro tipo
I de 0,01 (19,68) com significancia maior para a faixa de 10 a 14 ¢ 15 a 20 anos. Evidenciou-se
que uma percentagem menor de hemofilicos alcangou idades superiores a 40 anos. ( Figura 9)
Esta diferenga deve-se, muito provavelmente as muitas interagdes no processo de sobrevida de
um hemofilico.

Ao distribuir os individuos quanto a regido geografica de procedéncia, observa-se que a
maioria dos hemofilicos residia na macro-regido do Oeste de Santa Catarina (Figuras 10).
Verificou-se com o estudo a prevaléncia de 4,23 e de 0,67 por 100.000 habitantes para os 139
hemofilicos A e para os 22 hemofilicos B, respectivamente, isto significa menos de um
hemofilico para cada 10.000 habitantes (Figura 11). Deve-se ressaltar que uma parcela da
populagdo hemofilica para o Estado ndo participou das investigacdes pelas limitagdes do método
aliada as varidveis sociais econdmicas e culturais.

Nesta pesquisa o critério de coleta das amostras de sangue dos hemofilicos incluidos para
a dosagem dos fatores da coagulagdo baseou-se nos estudos experimentais da farmacocinética de
Doutora Kasper avaliando o nivel plasmatico dos fatores VIII e IX apos infusdo endovenosa de
50 UI/Kg de fator em dose unica, onde foi possivel notar que estes niveis cairam a zero nas
hemofilias A e B graves, ap6s 72 horas."

O modelo de tratamento oferecido aos hemofilicos tem restrigdes, o ideal € que houvesse
a avaliacdo individual para determinar a dose ¢ o intervalo de reposi¢ao dos fatores, evitando a

83539 Um controle de qualidade

sub-dosagem e em conseqiiéncia o dano musculo-esquelético.
recente, comparando 82 centros de hemofilia de aten¢ao primaria com atengao terciaria, realizado
no Reino Unido para classificacdo da hemofilia A, coletou amostras de 3 hemofilicos com 10
dias do ultimo tratamento, mas nao refere exclusdo de evento hemorragico precedendo a coleta.
A determinacdo da atividade de fator foi executada por métodos diferentes em dois centros, os

: . o .38
demais (80 centros) fizeram os testes por método coagulométrico em um estagio.
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A vida média do fator administrado, portanto, ndo ¢ determinada habitualmente. Com a
proposta de estabelecer clinicamente a necessidade individual do tratamento foi indagado qual o
intervalo de tempo estes individuos faziam uso da reposi¢do. Fato de interesse ¢ que dois
portadores de deficiéncia moderada nao necessitaram da reposi¢do de fatores. A mediana foi de
60 dias, mesmo para quatro hemofilicos graves (Tabela 1). Duas hipoteses podem ser discutidas:
primeiro, o tratamento disponibilizado no pais aos hemofilicos ¢ direcionado para o evento
hemorragico e € restritivo para o uso profilatico. Segundo, a diversidade da expressdo clinica
hemorragica para o mesmo grau de deficiéncia, dependente de mutagdes outras concomitantes.

O tamanho do gene F8 o torna suscetivel a muitas mutagdes, isto poderia justificar a maior
prevaléncia da hemofilia A versus a hemofilia B (4:1). O tipo de mutacdo confere o nivel de
atividade funcional. Em 40 a 50% dos casos de hemofilia A grave, sdo devidos a inversao de
intron 22, outro rearranjo freqiiente ¢ a inversao do intron 1. A maioria dos pacientes com formas
leves exibem mutacdes missense,'®!

O gene F9 apresenta apenas 3% dos defeitos genéticos decorrentes de delecdes ou
rearranjos complexos, 68% acontecem por mutagdo missense e 14 % por nonsense.***

Detendo este conhecimento e com a possibilidade de realizacdo dos estudos moleculares
no futuro, a histéria familiar foi investigada clinicamente, despertando uma curiosidade para
avaliar o grau de entendimento sobre esta hereditariedade por parte do individuo e ou de seu
familiar. Qual era a compreensao do proprio hemofilico, portador de uma condigdo genética, e de
que forma poderia perpetuar a doenga através de seus descendentes, ou seja, exatamente aos
quais transmitiriam o gene: a filha obrigatoriamente portadora, o filho normal e a possibilidade de
neto hemofilico ou de neta portadora. *®

Os hemofilicos e ou seus familiares demonstraram um bom indice de compreensdo a
respeito da transmissdo hereditaria da hemofilia. Para a questdo de ser portador de uma doenga
genética foi obtido o indice de resposta afirmativa de 90,6 % entre os hemofilicos A e da
totalidade dos hemofilicos B. Quando perguntado sobre a possibilidade de gerarem netos
hemofilicos, este percentual caiu para 62,0% e 72,7 %, respectivamente para hemofilicos A ¢ B
(Tabela 2). Na ocasido foi esclarecido aos entrevistados como se processa a transmissao genética.

O estudo genético ¢ importante para esclarecimento do estado de portador quando os

testes de coagulacdo sdo normais. A possibilidade de diagnostico pré-natal deveria ser acessivel
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para as portadoras. Realizado por biopsia coridnica ou analise do liquido amnidtico e através da
dosagem direta no sangue fetal. Ja € possivel a escolha de um embrido nao afetado, no entanto,
sd0 poucos os casos de sucesso. '+

Quando se suspeita de hemofilia em um recém-nascido o diagnoéstico da hemofilia B pode
ser confundido com a reducdo dos fatores da vitamina K dependente. Normalmente o TTPa ¢
prolongado no periodo neonatal e a dosagem do fator especifico pode confirmar apenas hemofilia
A, pois a quantificagdo correta do fator IX s6 é possivel a partir do 6° més de vida quando se
assemelha ao do adulto. ®

A historia familiar favorece o reconhecimento pds-natal da hemofilia. A presenga do
primeiro caso diagnosticado de hemofilia A na familia deve ser diferenciado da Doenga de von
Willebrand (vW). A heranga autossdmica com sintomas que incluem a hemostasia primaria como
gengivorragias, epistaxes, menorragia ¢ o prolongamento do tempo de sangramento auxiliam no
diagnostico diferencial. Para definir a etiologia pode ser necessaria ainda a realizacdo dos
seguintes exames: agregacdo plaquetdria com ristocetina, pesquisa do antigeno de von
Willebrand (vVWAg), dosagem da atividade do cofator de ristocetina e analise dos multimeros do
fator de vW (as variantes do tipo 2N e 3 sio semelhantes a hemofilia A grave).”*°

A severidade da manifestacdo hemorragica como discutido ¢ dependente das mutacdes,
porém o nivel de fator ¢ igual para todos os membros afetados de uma familia, mantendo-se
durante toda a existéncia dos individuos como regra. A associagdo com estados trombofilicos ou
outras mutagdes génicas especificas ¢ o que propicia divergéncias clinicas em hemofilicos
aparentados. A severidade da hemofilia ¢ minimizada se coexiste uma condi¢do genética que
resulte em hipercoagulabilidade como as que levam a resisténcia da proteina C ativada
(RPCa), 84951

O fenodtipo FIX Leyden representa umacondicdo interessante e rara de hemofilia B os
pacientes sdo moderados a grave até a puberdade, depois o nivel de fator IX eleva-se
significativamente, com atenuacdo das manifestagdes hemorragicas. Acredita-se que mutagdes na
regido da seqliéncia promotora 5’ do gene afetem importantes regides de ligagdo dos hormonios

esteroides. Ha também variantes do FIX em nao hemofilicos, por outro lado, que podem provocar

hemorragias quando seus portadores sdo tratados com cumarinicos.
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Outros defeitos genéticos mais raros podem estar presentes em um mesmo individuo,
cita-se como exemplo a deficiéncia combinada de Fator V e Fator VIII, e nesta situagdo
especifica os autores referem ndo existir intensificagdo das manifestagdes hemorragicas apesar
dos defeitos simultaneos.'® *!- 4

As mutagdes espontaneas ou “de novo”, acontecem mais frequentemente nas células com
alto poder de divisdo como na fase embriondria do proprio hemofilico, de sua mae quando ela era
ainda um embrido, do alelo do avé materno, durante a espermatogénese (mutagdo do intron 22
durante a meiose) ou de um ancestral distante'®. Ilustrando estas informacdes encontrou-se um
relato de casos esporadicos aonde a origem da alteracdo genética ocorreu em 82% das maes dos
probandos. A idade paterna foi referida por outro autor para explicar a maior ocorréncia de
mutacao entre os hemofilicos B, o nimero de divisdes das células germinativas masculinas
aumenta com a idade.**?

Novas mutacdes acometem 30% dos hemofilicos.*>'® Nesta casuistica de 161
hemofilicos, 47 (29,2%) apresentavam historia familiar negativa. Ao estratificar em A e B houve
uma diferenga significativa na probabilidade de terem uma nova mutagdo: 37 (26,6%) dos
hemofilicos A e 10 (45,4%) dos hemofilicos B (Figura 12), demonstrando a possibilidade de
uma maior incidéncia das mutagdes “de novo” para os hemofilicos B.

E possivel que tenha ocorrido uma mudanga no padrdo genético muito recente e talvez a
regido génica implicada seja a mesma para a maioria destes hemofilicos. O estudo molecular
contribuiria para elucidar tal questdo. Com este intuito, amostras destes 22 portadores foram
submetidas a extragdo de DNA, na perspectiva de investigacao futura (Anexo II).

A caracteristica clinica marcante da hemofilia ¢ o sangramento intra-articular. O
sangramento agudo ¢ precedido por sensacdo de peso, crepitacdo, formigamento, queimagao,
edema e dor. O sangramento repetitivo no sistema osteo-articular ¢ muscular levam a artropatia
hemofilica, ha casos de formacéo de pseudo cisto ou pseudo tumores.*'**+

A hemorragia intra-articular pode ocorrer duas a trés vezes por semana nas criangas em
crescimento. Pacientes com hemofilia severa tem 20 a 30 episoédios ano de sangramento
espontineo ou excessivo a traumas menores. >

Baseada na clinica de edema, deformidade, fixacdo em flexao, crepitagdo, instabilidade e

atrofia muscular com deformidade axial ¢ possivel avaliar o grau de comprometimento articular
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cronico e que implicard em perda funcional da estrutura, incluida no capitulo 7 da Classificagdo
Internacional de Funcionalidade (International Classification of Functioning Disability and
Health) da Organizagio Mundial de Saude (OMS).**

A artropatia cronica com hemorragia de repeticao foi constatada em 60 hemofilicos ¢ a
quantidade de articulagdes afetada em um mesmo individuo variou de uma a sete (Figura 13).

Na India um trabalho sobre artropatia apresentou 35 pacientes com média de idade 20,5
anos encontrando 94% com o joelho afetado, mas nao refere quantas articulagdes por hemofilico
estavam lesadas.”* Um estudo espanhol sobre o impacto na qualidade de vida de 60 hemofilicos
apontou 84,3% com seqiielas ortopédicas, destes 76,1% tiveram comprometimento fisico e
social.” Nos 161 hemofilicos deste trabalho, a redugdo da amplitude de movimentos ocorreu em
89 casos (52,2% casos) demonstrado nas figuras 14 e 15. Observado que 56 hemofilicos
apresentaram hemorragia de repeticdo em mesma articulacdo e que em 27 ja havia incapacidade
para atividades laborativas, com o maior percentual de intercorréncias para os hemofilicos A.

Decorrentes de multiplas hemorragias, as deformidades articulares envolvem
principalmente as articulagdes dos joelhos, seguida as dos tornozelos ou cotovelos. Para este
estudo confirmou-se o joelho como a articulagio mais cormprometida, com uma
representatividade de 46% (Figuras 16 e 17).

A despeito de maior seguranga e efetividade dos concentrados de fatores para o
tratamento e prevencao dos episoddios de sangramento agudo, alguns pacientes ja apresentavam
alteragdes articulares ao iniciar o tratamento profilatico de reposi¢dao, demonstrando que
sangramentos subclinicos podem desencadear a artropatia. Em pacientes com hemofilia grave e
com antigeno HLA presente, o risco de sinovite crénica aumenta em mais de 30 vezes.™

Quando o dano articular torna-se irreversivel, com sinovite cronica, o tratamento indicado
¢ a radiosinoviortese.”® A remocdo cirrgica da sindvia requer maior quantidade de fator e nio
evita completamente a disfung@o articular. Referencias a prevencao do envolvimento articular
ressaltam o sucesso com a profilaxia apesar do risco de desencadear a formacdo de
anticorpos.”®

Os mecanismos de formagdao de um inibidor, como mencionado, sao determinados pela
natureza da mutacdo gé€nica e em parte pela constituicdo imune do paciente. Pode ser também

determinado pela raca e pelo fendtipo HLA classe II. Algumas regides sdo mais imunogénicas
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como as regides A2, C2 e A3, respectivamente na ordem de importancia, da molécula do fator
VIIL> % Isto se torna relevante ao permitir a produgdo do fator VIII recombinante com
modificagdes destas regides.

Os tipos de alteragdo genética a conferir maior chance de desenvolver inibidor, sdo as
delegdes e mutagdes nonsense. > Cerca de 20% a 35% dos hemofilicos graves, obviamente por
serem mais expostos a estes antigenos, produzem inibidores. Em uma série, 25% com hemofilia
A e 3 a5 % hemofilia B eram grave, formaram anticorpos seguindo a exposi¢cdo ao concentrado
de fator.'*%

Estudos utilizando Fator VIII recombinante demonstraram que 60% dos pacientes
desenvolveram inibidor de alto titulo. O Registro Nacional de Coagulopatias, de 2000, publicou
que no Brasil 11,6% dos hemofilicos A e B possuiam inibidores.”® Uma taxa semelhante de 11,8
% foi encontrada para os participantes desta pesquisa, no entanto ndo foi possivel estabelecer
maior risco para o desenvolvimento de inibidores conforme maior gravidade ou ndo da hemofilia,
o valor maior nos hemofilicos graves, com intervalo de confianca (-95%) ndo mostra valores
acima de 1. p.ex: 0,30 para hemofilia moderada e 0,16 para hemofilia grave como observado na
tabela 3 e a maioria era inibidor de baixa resposta ou baixo titulo (Figura 18).

Os inibidores sao classificados como baixo titulo e alto titulo (< 5 UB ou > 5 UB
respectivamente). Os de baixo titulo podem desaparecer gradativamente e ndo requerem
tratamento. Os pacientes com alto titulo (resposta anamnéstica) ndo respondem ao concentrado
de fator e precisam de agentes para ultrapassem a seqiiéncia habitual de ativacdo dos fatores
coagulantes, por exemplo, o complexo protrombinico ativado (que ultrapassa a via do fator VIII)
FEIBA® ou Fator VII recombinante (rFVII).** ¢’

O desenvolvimento de inibidor para o fator IX ¢ menos freqiiente, 1% a 3%, mas com
pior resposta aos tratamentos, estes anticorpos estdo mais associados a anafilaxia com o uso do
proprio fator IX recombinante ou a desenvolver sindrome nefrotica com o tratamento de inducao
da imunotolerancia (ITI). Nesta situagdo o Fator VII recombinante é uma op¢do.®’ Uma area de
grande interesse ¢ a prevengdo de inibidores, alguns investigadores acreditam que, além do
componente genético, o numero de exposicdo ao fator exdgeno e a espécie de substincia
terapéutica empregada (derivado de plasma humano, porcino ou recombinante) podem estar

. \ ~ . .. . . . 19
associados a formagao dos anticorpos, principalmente nos primeiros anos de vida.
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Nos ultimos 15 anos, as técnicas moleculares tém aprimorado a produgdo de fatores
recombinantes alcancando um maior controle no desenvolvimento dos anticorpos. Estes novos
produtos permitem instituir a profilaxia primdria sistematica considerada a terapia ouro na
prevengdo de seqiielas. ® O Brasil ndo conseguiu até o momento desenvolver um programa de
profilaxia para seus hemofilicos sustentavel economicamente, o proprio tratamento por demanda
(liberagdo de fator para o tratamento de cada processo hemorragico) ndo tem o alcance
necessario.

Quanto ao tipo de substancia referindo-se ao teor do fator especifico contida no
liofilizado, pesquisadores atribuem ao grau de pureza dos fatores o surgimento de aloanticorpos
contra os fatores VIII:C ou IX:C, principalmente os denominados de alta pureza. O grau de
pureza denota a quantidade de moléculas do fator presente, expressa em unidades por miligrama,
categorizado como de baixa pureza, pureza intermedidria e alta pureza.’

Objetivando também minimizar os riscos a exposicao freqiiente dos liofilizados de fator
VIII ou IX alternativas terapéuticas para os sangramentos de pequena monta ou procedimento
cirargicos menores podem ser realizadas através de medidas especificas como: crioterapia,
compressdo local, emprego de trombina topica ou de agentes anti-fibrinoliticos (acido
trenaxdmico ou aminocaproico).’"’?

A terapia génica em andamento ¢ promessa de uma melhor qualidade de vida a estes
individuos, muito embora, ndo possa determinar se a cura serd definitiva ou se os problemas com
inibidores serdo resolvidos.

Apesar dos avangos ocorridos nos ultimos anos desde a descoberta do HIV, até as terapias
recombinantes, os pacientes portadores de hemofilia continuam a apresentar estatistica
preocupante em relacdo as infec¢cdes hemotransmissiveis.

A Organizacdo Mundial de Satde estima que 170 milhdes de pessoas estejam infectados
com o virus da hepatite C, uma prevaléncia de 3%. Existe grande variagdo entre os paises na
percentagem dos individuos acometidos com HIV e hepatite C. Na India a soro-positividade para
o HIV variou de 4,4% a 12%.”

A despeito dos testes sorologicos pré-transfusionais e o tratamento de inativagdo viral dos
concentrados de fator, a transmissdo do HBV ndo foi eliminada, aproximadamente 3 a 5% dos

hemofilicos no Reino Unido sio HBsAg positivos.”
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A Federagao Mundial de Hemofilia (WFH) em 2003 registrou 8% dos hemofilicos com
HIV e 36% com HCV. Em 2004, eram portadores do HCV 21% e do HIV 5% para uma
populagio total de hemofilicos de 120.812.2 Os nimeros sintetizados dos marcadores
sorologicos para os hemofilicos nesta pesquisa indicam um indice de 1,8% para os portadores de
HIV. A incidéncia inferior deva ser secundaria ao uso exclusivo de fator liofilizado nos ultimos
10 anos, conforme determina a legislagdo brasileira, mais seguros em relacdo ao
hemocomponentes e a predomindncia de hemofilicos moderados que se expuseram as
quantidades menores destes produtos.

E elevada a positividade para a hepatite C 34%, se comparada com o referido pela
Federacdo Mundial de Hemofilia. Nao se detectou hemofilicos reagentes aos testes de triagem
para sifilis, doenga de Chagas ou virus HTLV I e II.

O virus para hepatite B ¢ 100 vezes mais infectante do que o virus HIV, acredita-se que
0,0004 ml de sangue infectado pelo HBV seja o suficiente para transmissdao da infeccdo em
pessoas susceptiveis.”” O Brasil ¢ considerado um pais de endemia intermédia (2 a 8%), a regido
de Santa Catarina tem, no entanto, uma das mais altas prevaléncia com 10,2% de anti-HBc e
1,01 % de HBsAg reagentes.’®

Encontrou-se uma taxa ainda mais elevada para o grupo de hemofilicos residentes neste
Estado, confirmando o alto risco para hepatite B com 46 casos de anti-HBc diagnosticados entre
a populagao hemofilica.

A reatividade passiva ou ativa e isolada para o anti-HBs, considerado o marcador de
imunoprotecao para o HBV, foi positiva para 72 hemofilicos (Tabela 4). Como portadores
cronicos, com o HBsAg reagente, foram identificados dois hemofilicos.

Haviam recebido a vacina anti-hepatite B 95 individuos dos quais 56,8% eram
hemofilicos A e 58,1 % eram hemofilicos B (Figura 19). A efetividade da vacina foi considerada
boa, com uma taxa de soro conversao do anti-HBs de 76,5%. Esta analise foi determinada pelo
numero total de hemofilicos vacinados anti-Hbc ndo reagentes e com anti-HBs reagente (62)
divididos pelo numero total dos hemofilicos vacinados anti-HBc ndo reagentes (81).

Os hemofilicos ndo vacinados eram, portanto 66, o que correspondeu a 41% da populagdo
total. E importante interrogar quais destes eram anti-HBc néo reagentes e que ndo estavam ainda

imunoprotegidos, e quais, a despeito da vacinagdo, ndo soroconverteram o anti-HBs. O resultado
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encontrado foi um total de 30 hemofilicos (18,6%) nao protegidos, com anti-HBs indeterminado
ou ndo reagentes, e que deveriam receber a vacina especifica para o virus B, como refor¢o
(booster) ou com o esquema completo de acordo com a orientagdes do Programa Nacional de
Imunizac;ﬁo.3 :

Entre aqueles que foram vacinados, 10,8 % tiveram o anti-HBc reagente. Nao ¢ possivel
estabelecer se foram expostos ao virus B previamente a imunizacio, ou se nao houve cobertura
vacinal suficiente para impedir uma contaminagao posterior.

Todos os pacientes com anti-Hbs e anti-Hbc nao reativos foram orientados a realizarem
vacinagao contra o virus HBV na unidade sanitaria mais proxima de sua residéncia.

A imunizagdo contra o HBV ¢ um marco importante para a redugdo significativa da
hepatite B. A produg¢@o nacional de vacinas recombinantes como a Butang® do instituto Butantan
vem contribuindo para reduzir os custos com o programa de imunizac¢do e permitir a extensao da
profilaxia a toda populacdo, ndo apenas aos menores de 19 anos ou aqueles com risco acrescido,
com direito aos imunobiologicos, incluindos os hemofilicos (Ministério da Saude, Programa
Nacional de Hepatites Virais).”’

A pesquisa de anti-Hbs quantitativo deve ser rotineira em pessoas mais susceptiveis para
investigar o nivel protetor da vacina aceito como igual ou maior a 10 Ul/ml. Este grau ¢
estabelecido através da resposta individual, da reducdo dos niveis de anti-Hbs e de erros na sua
determinacdo quantitativa. O anticorpo Anti-Hbs ¢ detectado na fase aguda e nos portadores
cronicos, ¢ importante ser mencionado a existéncia das variantes mutantes do virus da hepatite B
que podem nao produzir o antigeno de superficie S e com isso, o teste anti-HBs torna-se nao
reativo, apesar da infecgdo presente.”

A hepatite C tem uma significativa expressao entre os pacientes que receberam transfusao
de sangue o que ndo ¢ diferente para a populacdo hemofilica. Para dimensionar esta diferenca
toma-se como exemplo a prevaléncia de 0,34 % para o virus C entre doadores de sangue em
Santa Catarina publicado no ano de 2003, referindo-se ao ano de 2001, a qual ja se considerava
elevada.”

Dos 161 hemofilicos, a pesquisa de anti-HCV foi positiva em 56 individuos, o anti- HCV
indeterminado ocorreu em 4 hemofilicos. Todos estes resultados motivaram a realizacdo dos

seguintes testes: o confirmatdrio para o anticorpo (imunoblot RIBA 3.0) e o teste complementar
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para o antigeno RNA viral por PCR o que resultou em 55 hemofilicos infectados pelo virus C
como assinala o fluxograma da figura 20. O marcador anti-HCV foi ndo reagente em 101 das
amostras analisadas.

O risco de mortalidade para doenga hepatica em pessoa com hemofilia € 16,7 % maior do
que para a populagdo geral. A descompensacdo hepatica 20 anos apos a primeira exposi¢ao ao
fator de coagulagdo ¢ elevada (390 por 1000 pessoas/ano). Com a introdugdo da terapia anti-
retroviral a sobrevida dos hemofilicos infectados com HIV mais HCV ¢ melhor do que a dos
HIV mais HCV sem tratamento. A presengca do HIV € o mais importante fator preditivo do
estagio final de doencga hepatica em hemofilicos com HCV com risco trés vezes maior do que a
populagio em geral.”

A co-infec¢do para hepatite B e C aumenta o risco de complicacdes hepaticas para os
hemofilicos, principalmente cirrose e neoplasias. A figura 21 refere-se a presenga de duas ou
mais infec¢des virais concomitantes na populacdo estudada. Foi observada que a soro
positividade simultanea para os virus da hepatite B e C ocorreu em 30 (18,63%) dos hemofilicos,
a co-infeccao para HIV, HCV e HBV foi detectada em apenas um individuo.

Todos os sujeitos submetidos a pesquisa € com marcadores positivos para a hepatite B e
C foram encaminhados para acompanhamento adequado. Os pacientes portadores do virus HIV ja
estavam em tratamento e controle clinico regulares.

A relevancia desta pesquisa estendeu-se além do carater técnico cientifico para a
aproximagdo da atividade médica a realidade dos hemofilicos, possibilitando disseminar o
conhecimento a respeito da doenga, favorecendo o diagnostico precoce e o aconselhamento
genético.

Constatou-se a necessidade de um programa mais efetivo no controle clinico
epidemiologico e laboratorial dos hemofilicos no Estado de Santa Catarina e de novas estratégias
a fim de contribuir com a melhor distribui¢do dos fatores liofilizados e conseqiientemente

propiciar uma qualidade de vida condigna aos seus portadores.



6. CONCLUSOES

A grande maioria dos hemofilicos do Estado de Santa Catarina tem déficit moderado de

atividade anticoagulante dos fatores VIII e IX.

O entendimento sobre a transmissao genética ¢ considerado bom.

A artropatia cronica ¢ freqiiente e a articulacdo de joelhos ¢ a mais comprometida. A
prevaléncia da infec¢do pelo virus HCV ¢ elevada e os inibidores de baixa resposta sdo os

mais comuns.

A maioria dos Hemofilicos estd imunizada contra hepatite B.
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HEMOFILIA EM SANTA CATARINA — ESTUDO CLINICO
SERVICO DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA
HOSPITAL UNIVERSITARIO — UFSCCAMPUS UNIVERSITARIO — TRINDADE —
FLORIANOPOLIS — SC
CEP 88049-702 — FAX: (0XX48) 3319114 / 234-3014
E-MAIL: hoepers@hu.ufsc.br



APENDICE 2
FORMULARIO DE PESQUISA



ESTUDO DA HEMOFILIA EM SANTA CATARINA

Ingresso de Paciente

Formulario 1 Data: / /
Nome:

Cadigo: n° prontuario Instituicdo:
Data de nascimento: / / Médico:
Filiagéo:

CPF:

Endereco Completo:

Cidade: Estado:

CEP: Telefone:

Hemofilia A Hemofilia B
[Classificacéo clinical leve moderada grave

Data do diagndstico: / /

Dosagem de fator: Fator VIII (u/dl) Fator IX (u/dl)
Dosagem inibidor: (UB) data / /
Hemofilia B= extragdo DNA n° amostra data / /
IZpresentagéo clinic;I Observacoes

Hemorragia de repeticédo S N local

Alteracdes 6sseas S N local
Incapacidade funcional para o trabalho S N

Articulagbes comprometidas

1 2 3 4 5 6 mais
Intervalo média para tratamento com fator liofilizado, em dias:

7 15 30 60 120 180 270 365 mais 365 nunca usou

0 0 0




Entendimento sobre Transmissao genética

1) Sabe que a hemofilia é uma doenca genética? S N

2) Sabe que um dos seus descendentes poderao ser afetados? S

3) Quem?  meninos portador hemofilico  normal
meninas portador hemofilico  normal
netos portador hemofilico  normal

|Kva|iac;6es Iaboratoriaisl:(data / / ):

HIV1ell: 1a= 28=

HTLV lell

HEPATITEB anti-HBc Anti-HBs HbsAg
HEPATITE C

VDRL

CHAGAS

l=reagente 2 =ndoreagente 3 = préximo ao cut-off

limunizacdo anti Hepatite BJ: S N

Data reforco ]

Datada 1 dose: / / 2" dose: / / 3'dose:  /




APENDICE 3

LISTA DOSMARCADORES, TECNICA E KITSPARA OS
ESTUDOS SOROLOGICOS



Lista dos marcadores, técnica e kits comerciais utilizados no estudo para determinagao

do perfil sorolégico dos hemofilicos A ou B.

MARCADORES TECNICA FABRICANTE®
Anti-HBc EIA 3? geragdo OrthoDiagnostics Systems
Anti-HBs EIA 3? geragao Biomeriuex
HBsAg EIA 3? geragdo Biomerieux
Anti-HCV EIA 3?* geracao Murex Abbott
Anti-HCV Immunoblot SIA/RIBA CHIRON
Antigeno HCV PCR Amplicor — Roche
Anti-HTLV I e I EIA 3* geragdo Murex Abbott
HIVIell Ag/Ac EIA Ag/Ac 4" geracdo Biomerieux
Anti-HIVL, IIe O EIA 3% geracao Ortho Diagnostics Systems
Anti-HIV confirmatério Western Blot assay Genelabs Diagnostics
Anticorpo ndo treponémico-Sifilis | RPR antigeno reagente Laborclin
FTAabs anticorpo treponémico imunofluorescéncia WAMA
Anti- T cruzi EIA 2? geragao Bios Chile

EIA=enzyme immuno assay, imunoenzimatico
PCR= reagdo cadeia polimerase
SIA = strip immunoblot assay RIBA HCV 3.0

EIA 4* geracdo HIV ,teste imunoenzimatico para a deteccdo dos anticorpo contra o virus da imununodeficiéncia humana
adquirida do tipo 1 e ou 2 (anti HVI 1, anti- HIV 1 grupo O anti —HIV 2 e antigeno HIV1.P24 muito sensivel pouco especifico
RPR rapid reagin plasmatic teste ndo treponémico ndo precisa inativagdo, técnica de microfloculagdo derivado do veneral
disease VDRL

HbsAg antigeno de superficie, anti-HBs anticorpo de superficie anticorpo core anti -HBc

Anti-HCV Anticorpo anti virus Hepatite C

FTAabs- pesquisa de anticorpos treponémicos especifco

Ati T cruzi- anti-Tripanossoma cruzi.



APENDICE 4

QUADRO COM OSRESULTADOSDOS
ESTUDOS DE COAGULACAO



INIBIDOR

TTPa TTPa TAP FATOR VIII FATOR IX
T/seg T/seg DIN DIN % atividade % atividade U Bethesda
1 57.00 2.25 0.95 118.71 7.06 0.00
2 55.10 2.18 0.98 4.16 87.11 0.00
3 46.30 3.28 0.93 0.90 82.80 0.00
4 86.50 3.07 0.95 4.96 113.44 0.00
5 49.20 1.74 1.13 9.81 57.13 0.00
6 50.10 1.78 1.22 11.89 83.63 0.00
7 66.40 2.35 0.98 3.50 131.03 0.00
8 60.20 2.13 1.04 6.34 55.88 0.00
9 50.40 1.79 0.94 18.13 63.00 0.00
10 46.20 1.64 1.09 13.16 74.67 0.00
11 45.90 1.63 1.02 15.06 907.30 0.00
12 128.00 4.54 0.93 2.59 82.81 0.00
13 80.70 2.86 1.02 112.36 3.36 0.00
14 52.50 1.86 0.98 5.59 83.01 0.00
15 59.00 2.09 1.05 104.96 4.04 0.00
16 89.20 3.16 1.04 65.80 3.07 0.00
17 112.70 4.00 1.04 2.79 85.00 0.00
18 93.60 3.32 091 126.42 3.11 0.00
19 83.80 2.97 1.01 2.78 92.81 0.00
20 66.00 2.34 1.02 2.34 91.53 0.00
21 100.70 3.57 1.06 3.11 112.41 1.70
22 90.40 3.21 1.16 2.85 128.00 0.00
23 68,7 2.44 0,98 3.63 157.85 0.00
24 79.30 2.81 1.02 3.48 126.40 0.00
25 533 1,93 0,94 11.04 107.82 0.00
26 101.50 3.60 1.07 3.77 92.35 0.00
27 64.70 2.29 0.97 4.68 148.59 0.00
28 61.50 2.38 1.05 1.26 107.82 0.00
29 94.60 3.35 0.95 6.56 107.26 0.00
30 80.20 2.84 0.90 3.00 113.44 0.00
31 81.60 2.89 1.06 5.50 86.61 0.00
32 85.20 2.84 1.16 5.85 103.00 0.00
33 81.70 2.90 1.05 4.01 99.80 0.00
34 80.10 2.70 1.19 1.00 84.14 0.00
35 86.30 3.06 0.92 3.84 100.70 6.00
36 110.90 3.93 1.04 3.52 89.93 0.00
37 80.10 2.84 1.03 2.89 137.53 0.00
38 122.90 4.36 0.90 231 75.49 0.00
39 91.50 3.20 1.01 1.50 147.60 0.00
40 99.10 3.51 0.97 2.69 81.79 0.00
41 95.60 3.39 0.96 2.60 108.24 0.00
42 75.50 2.68 0.91 3.22 141.11 0.00
43 57.10 2.26 1.08 4.04 113.37 0.00
44 51.00 2.02 0.92 3.63 51.76 30.40




INIBIDOR

TTPa TAP FATOR VIII FATOR IX
T/seg DIN DIN % atividade % atividade U Bethesda
45 54.50 2.15 1.03 5.00 75.33 0.00
46 52.40 2.07 0.92 4.80 93.14 0.00
47 52.30 2.07 0.98 4.19 94.44 0.00
48 72.80 2.58 0.99 3.22 113.48 0.00
49 52.30 2.07 0.92 4.54 105.61 0.00
50 46.20 1.83 0.95 6.33 9.25 0.00
51 72.90 2.88 1.03 126.46 4.67 0.00
52 47.60 1.88 0.88 5.58 98.27 0.00
53 52.20 2.06 0.95 4.43 92.77 0.00
54 55.30 2.19 0.94 4.61 127.69 0.00
55 50.53 2.00 0.91 4.29 105.83 0.00
56 42.50 1.92 0.94 5.37 122.78 0.00
57 62.80 2.48 0.92 4.44 83.29 0.00
58 59.40 2.35 1.01 4.03 115.93 0.00
59 50.50 2.00 1.04 4.82 90.60 0.00
60 54.30 2.15 0.98 4.61 73.48 0.00
61 56.30 2.23 1.07 4.24 82.97 0.00
62 53.10 2.10 1.00 4.97 63.40 0.00
63 73.50 2.61 0.98 2.01 98.86 1.30
64 72.90 2.88 1.06 3.55 64.84 0.00
65 50.20 1.98 0.97 4.13 97.88 0.00
66 49.90 1.97 0.92 4.61 74.33 0.00
67 61.60 2.64 1.04 1.94 63.64 0.00
68 82.00 291 0.95 2.90 123.74 0.00
69 119.30 4.23 1.05 2.72 64.06 4.40
70 102.30 3.63 1.01 2.58 79.98 1.40
71 83.50 2.96 0.96 2.83 116.91 0.00
72 57.40 2.04 0.88 2.09 54.60 0.00
73 99.80 3.54 0.98 2.44 76.42 0.00
74 83.30 3.00 0.90 2.80 74.80 0.00
75 103.40 3.67 1.01 3.33 48.41 0.00
76 90.10 3.20 0.92 1.37 84.42 0.00
77 74.80 2.65 0.93 3.38 71.97 4.00
78 84.40 2.99 0.89 1.13 69.43 17.60
79 64.20 2.28 0.98 2.54 78.57 1.00
80 48.70 1.73 0.94 51.46 24.63 0.00
81 96.70 3.43 0.84 124.29 10.11 0.00
82 84.30 2.99 0.97 2.07 119.74 0.00
83 104.70 3.71 1.01 1.39 90.87 0.00
84 43.50 1.54 1.10 119.69 8.27 0.00
85 104.20 3.70 1.50 79.20 0.79 0.00
86 99.40 3.52 0.99 62.64 64.00 0.00
87 49,8 1.80 0.98 13.20 115.20 0.98
88 68.90 2.44 0.97 0.93 130.35 0.00




INIBIDOR

TTPa TAP FATOR VIII FATOR IX
T/seg DIN DIN % atividade % atividade U Bethesda
89 79,1 2,8 0.60 3.66 112.59 0.60
90 100.60 3.57 1.04 243 87.54 0.00
91 121.20 430 1.14 3.70 127.56 0.00
92 70.50 2.50 1.01 6.27 110.40 0.00
93 79.70 2.66 1.36 0.78 136.07 0.00
94 40.30 1.40 0.97 109.40 34.20 0.00
95 81.60 2.89 0.98 2.78 177.40 1.80
96 62.70 2.10 0.92 75.10 5.00 0.00
97 122.00 4.33 1.03 4.28 76.51 0.00
98 106.00 3.80 1.07 1.50 82.10 0.00
99 54.80 1.94 0.95 12.21 164.23 0.00
100 87.00 3.10 1.22 4.00 80.40 0.00
101 69.80 2.50 1.10 4.90 110.90 0.00
102 71.30 2.50 0.98 4.20 104.40 0.00
103 76.00 2.70 0.99 3.70 82.80 0.00
104 73.20 430 1.18 4.30 92.22 0.00
105 68.90 2.40 0.90 2.70 164.40 0.00
106 86.40 3.10 1.01 2.00 114.90 0.00
107 84.50 3.00 1.06 1.30 59.20 0.00
108 87.10 3.10 1.11 111.46 2.24 0.00
109 55.70 1.98 1.09 3.80 60.00 0.00
110 60.20 2.13 1.12 2.64 68.50 0.00
111 78.05 2.80 1.01 2.00 170.00 8.80
112 53.60 1.90 1.03 193.50 12.00 0.00
113 107.70 3.80 1.06 2.61 66.68 0.00
114 101.70 3.32 1.01 0.39 136.04 1.00
115 49.90 1.80 1.01 11.50 127.56 0.00
116 65.40 2.30 1.07 2.72 128.60 0.00
117 61.50 2.18 1.13 2.16 144.50 0.00
118 63.30 2.24 0.98 131.60 12.60 0.00
119 132.10 4.68 0.93 1.30 89.54 0.00
120 120.40 4.27 0.99 1.80 62.62 0.00
121 51.50 1.80 1.01 9.40 113.30 0.00
122 71.70 2.50 1.15 4.00 97.44 0.00
123 71.00 2.50 1.06 118.16 11.40 0.00
124 55.70 2.00 0.99 183.80 14.92 0.00
125 85.20 3.02 0.94 3.16 132.62 0.00
126 77.60 2.80 1.09 1.40 99.57 0.00
127 48.10 1.70 1.14 14.50 128.32 0.00
128 52.90 1.90 1.07 3.90 57.00 0.70
129 96.80 3.30 0.92 2.94 89.00 0.00
130 65.10 231 0.86 3.22 175.93 0.00
131 70.40 2.50 1.12 2.00 80.20 0.00
132 66.90 2.40 1.03 8.70 135.60 0.00




INIBIDOR

TTPa TAP FATOR VIII FATOR X
T/seg DIN DIN % atividade % atividade U Bethesda
133 59.40 2.10 1.00 6.90 136.30 0.00
134 573.00 2.03 1.01 4.61 104.70 0.00
135 50.00 1.80 0.99 12.00 122.70 0.00
136 48.90 1.70 1.01 11.50 149.10 0.00
137 75.10 2.70 0.97 4.90 128.10 0.00
138 58.90 2.09 0.85 2.23 76.17 0.00
139 114.90 3.75 1.16 0.65 54.03 12.80
140 68.80 2.40 0.99 6.20 111.80 0.00
141 78.10 2.77 1.01 1.59 65.62 28.80
142 60.80 2.10 0.94 156.54 2.60 0.00
143 57.20 2.00 1.02 2.30 158.80 0.00
144 49.20 1.74 0.87 4.40 185.88 0.00
145 104.80 3.70 0.95 1.70 164.80 0.00
146 76.10 2.70 1.27 5.42 103.67 0.60
147 44.50 1.60 0.84 9.30 195.60 0.00
148 77.50 2.80 0.87 5.50 157.20 0.00
149 79.50 2.80 0.94 1.70 159.50 0.00
150 76.10 2.70 1.10 2.80 51.00 0.80
151 87.90 3.10 1.05 77.30 2.80 0.00
152 82.10 2.90 1.29 3.60 65.20 0.00
153 73.80 2.60 1.15 2.40 59.50 0.00
154 76.20 2.70 1.29 1.97 26.90 0.00
155 60.80 2.20 1.15 0.70 59.30 0.00
156 70.00 2.50 1.07 2.00 74.50 0.00
157 55.40 2.00 1.13 6.10 45.60 0.00
158 54.10 1.80 0.91 94.00 4.65 0.00
159 93.60 3.06 1.20 0.98 101.00 0.00
160 37.40 1.25 0.95 17.10 113.35 0.00
161 85.00 3.00 0.98 128.20 0.34 0.00




APENDICE 5
DISTRIBUICAO E PREVALENCIA DOSHEMOFILICOS
POR REGIAO NO ESTADO DE SANTA CATARINA



CIDADE

FLORIANOPOLIS
PALHOGA

SAO JOSE
SANTO A IMPER.
TOTAL

TANGARA
CAGADOR
VIDEIRA
FRAIBURGO
HERVAL D'OESTE
SANTA CECILIA
MONTE CARLO
AGUA DOCE
TOTAL
JOINVILLE
JARAGUA DO SUL
SAO FRANC DO SUL
BARRA VELHA
TOTAL
CONCORDIA

ITA

CHAPECO
ROMELANDIA
XANXERE
ITAPIRANGA
PINHALZINHO
XAXIM

LINDOIA DO SUL
ARABUTA
FAXINAL GUEDES
IPUAGU

PASSOS MAIA
JABORA
PLANALTO ALEGRE
JUPIA

TOTAL

LAGES

CAMPOS NOVOS
SAO JOAQUIM
CORREA PINTO
TOTAL

MAFRA

TRES BARRAS
TOTAL

CRICIUMA
SOMBRIO

IGARA

LAURO MULLER
GAROPABA
TUBARAO
ARARANGUA
LAGUNA
CAPIVARI DE BAIXO
JAGUARUNA
SIDEROPOLIS
GRAVATAL
MELEIRO

TOTAL
BLUMENAU
ITAJAI
CAMBORIU
BRUSQUE

RIO DO SUL
INDAIAL

TIMBO

TIJUCAS

SAO JOAO BATISTA
NOVA TRENTO
VITOR MEIRELES
LEOBERTO LEAL
TOTAL

TOTAL GERAL

REGIAO

Grande Fpolis
Grande Fpolis
Grande Fpolis
Grande Fpolis

Meio Oeste
Meio Oeste
Meio Oeste
Meio Oeste
Meio Oeste
Meio Oeste
Meio Oeste
Meio Oeste

Norte
Norte
Norte
Norte

Oeste
Oeste
Oeste
Oeste
Oeste
Oeste
Oeste
Oeste
Oeste
Oeste
Oeste
Oeste
Oeste
Oeste
Oeste
Oeste

Planalto Serrano
Planalto Serrano
Planalto Serrano
Planalto Serrano

Planalto Norte
Planalto Norte

Sul
Sul
Sul
Sul
Sul
Sul
Sul
Sul
Sul
Sul
Sul
Sul
Sul

Vale
Vale
Vale
Vale
Vale
Vale
Vale
Vale
Vale
Vale
Vale
Vale

POPULAGAO
TOTAL

342.315
102.742
173.559
15.708
634.324
8.754
63.322
41.589
32.948
20.044
14.802
8.579
6.843
196.881
429.604
108.489
32.301
15.530
585.924
63.058
6.764
146.967
6.491
37.429
13.998
12.356
22.857
4.877
4.160
10.767
6.122
4.763
4.194
2.452
2.220
349.475
157.682
28.729
22.836
17.026
226.273
49.940
17.124
67.064
170.420
22.962
48.634
13.604
13.164
88.470
54.706
47.568
18.561
14.613
12.082
10.799
7.080
522.663
261.808
147.494
41.445
76.058
51.650
40.194
29.358
23.499
14.861
9.852
5.519
3.739
705.477
3.288.081
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PREVALENCIA PREVALENCIA

P 100.000 Hab.
HEMOF. A

3,80
10,71
1,15
0,00
4,10
34,27
1,58
0,00
3,04
4,99
6,76
11,66
14,61
4,57
1,40
0,00
3,10
6,44
1,37
20,62
73,92
1,36
61,62
8,02
21,43
16,19
8,75
41,01
48,08
0,00
16,33
21,00
23,84
0,00
45,05
12,02
5,07
10,44
4,38
5,87
5,75
0,00
5,84
1,49
3,52
8,71
4,11
0,00
15,19
1,13
1,83
2,10
5,39
6,84
8,28
9,26
0,00
3,64
2,67
2,03
7,24
2,63
1,94
2,49
3,41
0,00
0,00
10,15
18,12
26,75
2,98
4,23

100.000 Hab.
HEMOF. B
0,29
0,00
0,58
12,73
0,63
0,00
0,00
2,40
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,51
0,70
0,92
0,00
0,00
0,68
0,00
0,00
0,68
0,00
0,00
0,00
8,09
0,00
0,00
0,00
9,29
0,00
0,00
0,00
40,78
0,00
1,14
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
2,00
0,00
1,49
117
4,36
0,00
14,70
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
14,12
1,15
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
4,26
6,73
0,00
0,00
0,00
0,28
0,67

PREVALENCIA
POR 100.000 Hab.

TOTAL

4,09
10,71
1,73
12,73
4,73
34,27
1,58
2,40
3,04
4,99
6,76
11,66
14,61
5,08
2,09
0,92
3,10
6,44
2,05
20,62
73,92
2,04
61,62
8,02
21,43
24,28
8,75
41,01
48,08
9,29
16,33
21,00
23,84
40,78
45,05
13,16
5,07
10,44
4,38
5,87
5,75
2,00
5,84
2,98
4,69
13,07
4,11
14,70
15,19
1,13
1,83
2,10
5,39
6,84
8,28
9,26
14,12
4,78
2,67
2,03
7,24
2,63
1,94
2,49
3,41
4,26
6,73
10,15
18,12
26,75
3,26
4,90



ANEXO |

PARECER CONSUBSTANCIADO DA COMISSAO DE
ETICA EM PESQUISA COM SERESHUMANOS
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA



ANEXO 2

EXTRACAO DO DNA
DESCRICAO DO PROCEDIMENTO



DESCRICAO DO PROCEDIMENTO

Adicionar 300 ul de sangue total ou Buffy Coat em Eppendorff em 1,5 ml contento 900 ml
de RBC Lysis Solution, Inverter a mistura por 3’;

Centrifugar por 20” a 14.000 rpm, remover o sobrenadante com pipeta, deixando residuo
de 10 a 20 ml;

Agitar vigoramente o residuo com auxilio do vortex;

Adicionar 300 ul de Cell Lysis solution e ressuspender com auxilio da pipeta;

Adicionar 100ml de solugdo de precipitacao de proteinas e agitar vigorosamente no vortex
por 207;

Centrifugar a 14.000rpm por 1’;

Retirar o sobrenadante e adiciona-lo a outro microtubo de 1,5ml contendo 300ml de
alcool isopropilico absoluto, centrifugar a 14.000rpm por 1’;

Dispensar o sobrenadante e inverter o tubo sobre o papel toalha;

Adicionar 300ml de alcool etilico 70% e agitar no vortex até desprender o DNA do tubo;
Centrifugar a 14.000 rpm por 1’;

Dispensar o sobrenadante e inverter o tubo sobre o papel toalha;

Adicionar 100ml de solucdo e hidratacdo de DNA, agitar no vortex por 5°;

Incubar por 5’ em banho seco de 65°C;

Agitar novamente no vortex até o DNA diluir na solu¢do hidratante;

Deixar a amostra over night a temperatura ambiente.




