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RESUMO

A hemofilia A é uma doenca hereditaria ligada ao cromossomo X que leva a
deficiéncia no fator FVIII da coagulacdo sanguinea, gerando um disturbio hemorragico.
O diagnostico da doenca € realizado a partir da anélise de tempo de protrombina (TP) e
tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA), junto com a dosagem plasmatica da
atividade do FVIII. O tratamento é baseado na administracdo regular de concentrados
plasmaticos ou recombinantes do FVIII. Os RNAs ndo codificantes (nCRNAS) sdo
moléculas de RNA que apesar de ndo codificarem proteinas, apresentam um papel
importante na regulagédo da expressao génica. Estudos recentes demonstram a importancia
e 0 papel desses ncRNAs em diversas patologias, incluindo a hemofilia A. Desta forma,
esse trabalho tem como objetivo revisar sistematicamente os principais mecanismos de
regulacdo dos ncRNAs na hemofilia A. Utilizou-se a base de dados Pubmed/Medline para
identificar associando os ncRNAs com a hemofilia A entre pacientes saudaveis
(controles) e pacientes com hemofilia A, onde foram utilizados 9 artigos. Foi possivel
identificar dois miRNAs (miR-1246 e miR-4521) que apresentaram caracteristicas de
biomarcadores para hemofilia A. Os IncRNAs (NONHSAT139215.2 e
NONHSAT13219.2) apresentaram interacdo positiva com o gene FVIII enquanto 0s
SNPs (rs34552198, rs28857481, rs1800292, rs78327897, rs1050705 e rs6643622)
apresentaram interacdo negativa, afetando a expressdo dessas moléculas nos pacientes.
Atualmente, existe uma terapia medicamentosa baseada em RNAi (RNA de
intereferéncia) — o fitsurian - com resultados significativos em pacientes com hemofilia
A. Apesar dos resultados indicarem que estas moléculas poderdo atuar como
medicamentos/terapias, mais estudos serdo necessarios para a confirmacdo de sua

eficiéncia e eficacia.

Palavras-chave: RNAs nado codificantes, Hemofilia A, ncRNA.



ABSTRACT

Hemophilia A is an X-linked hereditary disease that leads to a deficiency in
blood clotting factor FVIII, generating a bleeding disorder. The diagnosis of the disease
Is based on the analysis of prothrombin time (PT) and activated partial thromboplastin
time (APTT), together with the plasma measurement of FV 111 activity. Treatment is based
on the regular administration of FVIII plasma or recombinant concentrates. Non-coding
RNAs (ncRNAs) are RNA molecules that, despite not encoding proteins, play an
important role in the regulation of gene expression. Recent studies demonstrate the
importance and role of these ncRNAs in several pathologies, including hemophilia A.
Thus, this work aims to systematically review the main regulatory mechanisms of
ncRNAs in hemophilia A. The Pubmed/Medline database was used to identify associating
ncRNAs with hemophilia A between healthy patients (controls) and patients with
hemophilia A, where 9 articles were used. It was possible to identify two miRNAs (miR-
1246 and miR-4521) that showed characteristics of biomarkers for hemophilia A. The
INcRNAs (NONHSAT139215.2 and NONHSAT13219.2) showed a positive interaction
with the FVII1 gene, while the SNPs (rs34552198, rs28857481, rs1800292, rs78327897,
rs1050705 and rs6643622) showed a negative interaction, affecting the expression of
these molecules in patients. Currently, there is a drug therapy based on RNAi (RNA of
interference) - fitsurian - with significant results in patients with hemophilia A. Although
the results indicate that these molecules may act as drugs/therapies, further studies are
needed to confirm their effect. efficiency and efficacy.

Keywords: Non-coding RNAs, Hemophilia A, ncRNA.
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INTRODUCAO

Existem mais de mil mutacOes genéticas diferentes, relatadas na literatura, no gene
que codifica o fator VI1I de coagulacéo plasmatica funcional (FV1I1). A deficiéncia nesse
fator FVIII causa um disturbio hemorragico, conhecido como hemofilia A que representa
80% dos casos de hemofilia, com uma taxa de 1 para cada 5 a 10.000 pessoas nascidas
do sexo masculino. Outros casos estardo relacionados a outra hemofilia, denominada de
B (1, 2).

Os pacientes que apresentam sangramentos espontaneos de tecidos moles, intra-
articular e de musculo esquelético, visitam uma unidade de saude, e &, 0 medico, apos a
anamnese, requisita a realizacdo de exames para investigar e avaliar os fatores de
coagulacdo (3). Inicialmente a triagem é realizada a partir da analise de tempo de
protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA), junto com a
dosagem da atividade coagulante do FVIII e, assim, é possivel fazer o diagnostico e
monitoramento da hemofilia A (2, 4).

Pacientes com hemofilia A precisam ter cuidado com acidentes, esportes de alto
impacto e aumento da atividade fisica, pois qualquer trauma pode acarretar hemorragias
graves. O tratamento é baseado na administracdo regular e continuada de concentrados
plasméticos ou recombinantes enriquecidos com o FVIII, o qual possui uma meia vida
curta na circulacgdo, exigindo a sua administracdo frequente, tornando o tratamento caro
e desconfortavel (3).

Os RNAs ndo codificantes (ncRNA) sdao moléculas de RNA, que nao codificam
uma proteina, porém sdo funcionais e auxiliam no controle da expressao génica. Ao nivel
pos-transcricional onde, em conjunto com diversos fatores moleculares, ativam ou inibem
a expressdo de um gene, controlando processos fisioldgicos celulares, como a
diferenciacéo e a proliferacdo celular (5). Isto os torna interessantes para a manipulacédo
e geracgéo de drogas que controlem a expressao génica (5, 6).

A partir dos avangos nas técnicas de biologia molecular, tornou-se possivel
identificar, em alguns casos, seus mecanismos de agdo e desenvolver um controle da
atividade dos RNAs nédo codificantes, importantes para o entendimento de doengas
genéticas e para o desenvolvimento de biofarmacos com baixa toxicidade e alta
especificidade (6). Muitos bancos de dados especificos para o catadlogo dos ncRNAs
descobertos e sequenciados, ja estdo disponiveis online com informacdes uteis para o

auxilio no desenvolvimento de pesquisas (7).
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Cerca de 60.000 ncRNAs ja foram relatados na literatura e atualmente sdo
divididos em grupos, onde temos, microRNAs (miRNAs), RNAs longo ndo codificantes
(IncRNA), RNA de interferéncia pequeno (SiRNA), pequenos RNAs nucleolares
(snoRNA), entre outros (7). A funcdo da grande maioria dos ncRNAs ainda € uma
incdgnita e estudos indicam a existéncia de milhares de ncRNAs (8).

O objetivo desse estudo foi revisar os principais mecanismos de regulacdo dos
RNAs ndo codificantes na hemofilia A. Além disso, conseguimos identificar possiveis
biomarcadores de ncRNAs estudados com foco no diagnostico da hemofilia A e uma
terapia utilizando um siRNA para tratamento da hemofilia A.

Estudos sobre os RNAs ndo codificantes para diagndstico, monitoramento e
tratamento de diversas patologias estdo cada vez mais comuns na atualidade. A sua
importancia na regulacdo dos genes, no controle transcricional e pds-transcricional da
expressao de genes alvo estdo se tornando cada vez mais claras (9).

O custo da producdo da terapia génica e 0 manejo que 0 mesmo permite para o
tratamento da doenca é menor e mais simples, proporcionando uma extensao na protecao
dos pacientes, evitando sangramentos, diminuindo a frequéncia e a necessidade de
aplicacdes de medicamentos, quando comparado aos tratamentos classicos atuais. Desta
forma, faz-se importante aprofundar e desenvolver estudos sobre os mecanismos

fisiopatolégicos que estes RNAs regulatorios possuem na hemofilia A (3).
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METODOLOGIA

O presente estudo é uma revisdo sistematica, com base na analise dos artigos de
estudos experimentais sobre o papel dos ncRNAs na hemofilia A. Este estudo seguiu as
recomendacdes da estratégia PICOS (P - Populacao/Paciente/Problema; | — Intervencao;
C — comparagéo; O — “Outocome” /desfecho ou resultado; S — “Study design” /desenho
de estudo) e do protocolo de Itens de Relatos Preferenciais para Revisdes Sistematicas e
Meta-Analises (“Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses”
— PRISMA), visando responder a pergunta investigativa “Quais 0S mecanismos de
regulacdo dos RNAs néo codificantes associados com a hemofilia A?”.

ESTRATEGIA DE BUSCA

A pesquisa bibliogréafica foi realizada por dois autores em um banco de dados de
base eletronica, “Pubmed”, utilizando as palavras chaves “Hemophilia A” e “(non-coding
RNA OR ncRNA)”, entre o periodo de 07 de setembro de 2021 a 20 de margo de 2022.
Os filtros utilizados para delinear o estudo foram “in the last 10 years”. Realizou-se uma
busca adicional na plataforma SCIELO, mas ndo houve dados disponiveis no periodo
analisado sobre 0 assunto.

CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram utilizados nesta revisdo, os artigos que atenderam aos seguintes critérios:
estudos utilizando RNAs nédo codificantes associados a hemofilia A; Ensaios clinicos;
Artigos publicados nos ultimos 10 anos.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram considerados critérios de exclusdo artigos que tinham como método
identificacdo e sequenciamento de RNA; Artigos de terapias ndo associada a0 nCRNA,
Artigos experimentais para criacdo de softwares; Artigos com outra comorbidade
associada a hemofilia A; Artigos de revisédo.

EXTRACAO DE DADOS

Os artigos completos obtidos com a estratégia de busca que preencheram o0s
critérios de inclusdo foram selecionados. Os dados foram extraidos e organizados em uma
tabela expositiva de dados, com 0s seguintes campos: autores; ano; tipo de pesquisa;

resultados principais; concluséo.
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PICOS
TABELA 1: Pardmetros da estratégia PICOS para formulacdo da pergunta investigativa.
Acrénimo Componente Descricéo
P Population — participantes ou populacéo Pacientes com hemofilia A
I Intervention — intervencgdo ou exposi¢ao RNAs ndo codificantes
C Comparison — Comparagdo ou controle Pacientes sadios (sem hemofilia
A)

Explicagdo do mecanismo de
0] Outcome — resultado ou desfecho ) .
regulacdo da hemofilia

S Study — tipos de estudos Experimentais, estudos clinicos




14

PRISMA
'3 . : :
§~ Registros identificados: Registros retirados antes da triagem:
% Base de dados (n = 60) Registros marcados como inelegiveis por
3 ferramentas de automagéo (n = 30)
4 )
_ ] Registros excluidos baseados nos titulos e nos
Registros selecionados o o
»|  resumos, pois ndo cumprem com os critérios
(n=30) <
de Incluséo: (n = 09)
- /
(<5}
: < I
= Total de artigos excluidos: (n = 12)
o . .
2 Artigos avaliados para Software para design de primer (n = 02)
w ; —
elegibilidade (n = 21) Sequenciamento de genoma (n = 02)
Resumos sobre as terapias e tratamento para
hemofilia (n = 03)
Hemofilia associada a outras patologias (n = 01)
KOutros (n=04) /
) v
'3 .
2 Estudos incluidos na
= revisdo (n = 9)

Figura 1. Fluxograma com a estratégia PRISMA para inclusdo/exclusdo dos artigos da

presente revisao sistematica.
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RESULTADOS

A figura 1 ilustra o processo aplicado com o protocolo PRISMA na defini¢éo dos
artigos elegiveis para esta revisao sistematica. Um total de 60 possiveis artigos relevantes
foram encontrados no Pubmed e nenhum artigo foi encontrado no website da SCiELO -
https://scielo.org/pt/. Dos artigos recuperados, 30 foram excluidos por ferramentas de
automacdo do site do Pubmed — https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov (“in the last 10 years”
e “humans”).

Avaliando os demais artigos, foram excluidos mais 09 artigos com base na revisdo
dos titulos e resumos. Os artigos remanescentes foram lidos em sua totalidade, sendo que
09 deles cumpriram todos os critérios de elegibilidade do estudo. Os resultados e
conclus@es principais de cada artigo elegivel esta demonstrado na tabela 2.

A maioria dos estudos avaliados incluem amostras de pacientes do sexo
masculino, com hemofilia A, utilizando ou néo inibidores para eventos hemorragicos e
0s comparam com doadores saudaveis. Apenas 1 artigo foi encontrado utilizando
pacientes para andlise de terapia genica e um outro foi incluido, mesmo utilizando
amostras de uma linhagem especifica de camundongo (Murinae - C3H/Hel), devido as
semelhancas do gene F8 murino com o gene F8 humano. Estes genes codificam cadeias
polipeptidicas de aminoacidos (proteinas) com estrutura de dominio semelhantes.

Um total de dez SNPs, dois IncRNAs, um siRNA e sete miRNAs foram relatados
e utilizados, diferencialmente expressos entre casos e controles, sendo 2 miRNAs (miR-
1246 e miR-4521) utilizados em estudos para identificacdo de possiveis biomarcadores
(9). Neste estudo, amostras de sangue humano saudavel, onde concentragfes sintéticas
desse miRNAs foram adicionadas e testadas para diagnostico clinico utilizando um
biossensor, observando-se uma resposta eletroquimica do miR-1246 e miR-4521 acima
de 100%, indicando um potencial significativo para a analise de miRNAs no diagnostico
clinico. A reprodutibilidade foi avaliada a partir das medicbes voltamétricas que
produziram valores desviados (desvio padréo relativo) de apenas 5,1% e 4,4% e, ao se
avaliar a repetibilidade, observou-se desvios na ordem de 6,2% e 5,2%. Valores estes que
indicam boa reprodutibilidade para o teste. Em relacéo a especificidade, a corrente gerada
pelos alvos complementares ligados aos miRNAs foi cerca de 10,8 vezes do que ligados
a pareamentos com uma base diferente, indicando também uma alta especificidade.

No estudo de Sarachana et al (2015), os miR-1246 e miR-4521 foram avaliados
0s seus niveis de expressdo e correlacionados com dados de microarray de ncRNA,

confirmando a regulacdo positiva desses ncRNAs em amostras de pacientes com
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hemofilia A. Além disto, foram superexpressos 0 miR-1246 em células linfoblastoide dos
doadores saudaveis, denominadas de Nor, onde o nivel de FVIII nas celulas foi
significativamente reduzido em comparag@o com as células transfectadas com precursor
de miRNA como um controle negativo.

O estudo realizado com trés miRNAs (miR-208, miR-351 e miR-125a)
selecionados para analise em duas linhagens de celulas humanas, HEK293 e HelLa, co-
transfectadas com o plasmideo repoérter de luciferase com plasmideos expressando esses
miRNAs conjugados com a regido 3’UTR do gene FVIII murino, apresentaram resultados
de atividade diminuida em comparacdo com o controle, menor que 60%, expressando
taxas mais altas de diminuicdo o miR-208 e taxas de alteragdo mais baixas o0 miR-125a
(20%). Os mesmos resultados foram observados quando superexpressado esses miRNAs
na reducdo dos niveis de proteina FVIII murino (10).

Dois miRNAs (miR-30c) e (miR-374b) superexpressados foram transfectados em
cé¢lulas HEK293T ou HelLa com um plasmideo reporter de luciferase contendo o 3> UTR
de F8 humano e plasmideos de expressao de miRNA apresentou uma reducédo de 10% a
28% na atividade da luciferase (11). Os testes realizados, em células com o inibidor de
miR-30c demonstrou um aumento dos niveis de mMRNA de F8 (p < 0,05).

No estudo de Naderi et al (2019), dos 2 IncRNAs (NONHSAT139215.2 e
NONHSAT13219.2) quantificados relativamente nas amostras de sangue de pacientes
com hemofilia A e em amostras de individuos saudaveis, detectou-se médias dos niveis
de transcricdo dos dois INcRNAs menor nas amostras dos pacientes (p < 0,05), indicando
uma possivel relacéo de inibicdo destes INcRNAs com a atividade do gene FVIII.

Quatro SNPs (rs36101366 A>G, rs34683807 C >T, rs180360 C>A e rs3024496
T>C) foram analisados e as suas frequéncias em individuos saudaveis foram comparadas
aos de pacientes com hemofilia A, contudo, as suas distribuicbes ndo mostraram
diferencas significativas (13). No estudo dos SNPs (14) foi realizada a analise da
expressdao de mRNA do gene FVIII em uma regido apresentando mutagdes de incluséo
do intron 18 (insercdo de 105 pb e 126 pb) e, neste estudo, observou-se uma reducao
significativa na quantidade de mRNA do gene FVIII em pacientes, levando os autores a
indicar a presen¢a de um “splicing” alternativo na regido. Ainda, seis SNPs (rs34552198,
rs28857481, rs1800292, rs78327897, rs1050705 e rs6643622) descritos foram avaliados
para verificar os seus efeitos na reducdo da expressdo do gene FVIII. Nenhum deles
apresentou efeito com significancia estatistica. Os autores fizeram uma analise de

associacao do efeito dos SNPs na expressdo do mRNA do gene FVIII, do antigeno do
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fator VIII (FVIII:Ag) e do fator VIII coagulante (FVI1II:C), detectando uma associacéo
significativa entre a expressdao de mRNA de FVIII com o rs28857481 (p = 0,0326), com
0 1s6643622 (p = 0,0071) e com o0 rs34552198 associado com FVIII:C (p = 0,0490) e
nenhuma associacao significativa com FVIII:Ag.

Um estudo com terapia medicamentosa experimental estudado utilizou-se do
medicamento Fitsurian, também chamado de ALN-AT3SC, que é um siRNA sintético
que reduz a producdo da antitrombina nos hepatdcitos. Este estudo demonstrou a reducéo
consistente de antitrombina e, consequentemente, a sua atividade em pacientes com
hemofilia A, tratados ou ndo com inibidores, apresentando um aumento da geracao de
trombina independente da dose (50mg e 80mg) administrada. Além disto, uma melhora
(reducdo) nos indices de sangramento anual e na qualidade de vida (aumento) ao avaliar
o escore de Indice de Qualidade de Vida Especifico para Hemofilia (Haem-A-QoL) (15).

A inclusdo do estudo de andlise génica do locus genémico F8, avaliou alteracdes
de nucleotideos em todo o DNA do gene F8 que ndo haviam sido relatadas previamente
ao banco de dados de SNPs. Estas alteracBes geraram um novo sitio de splicing
alternativo, gerando uma delegdo de 159bp na regido 3 — UTR do gene FVIII. Estas
regides foram clonadas em um vetor que, ao ser usado em experimentos de expressdo em
células, induziu uma reducdo da expressao do gene repdrter de luciferase associado ao

vetor e dependente de um promotor do gene F8 (16).
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AUTORES/ANO

TIPO DE ESTUDO

RESULTADOS

CONCLUSAO

jth.15270 / K John Pasi;
Toshko Lissitchkov; Vasily
Mamonov e cia / 2021

Andlise medicamentosa
do fitsurian comparativa
de doadores sauddveis vs
pacientes com hemofilia
(grupos de dose de 50 mg
e 80 mg + inibidores em
humanos)

Atividade AT (antitrombina) média = entre os dois grupos:
18,0% - dose de 50 mg e 12,6 % - dose de 80 mg, U de 82,0%
e 87,4%.

O nivel residual minimo de AT pds-dose = 9,8%, grupo de 80
mg.

U AT 275% da linha de base = I de pico de trombina mediana
de 68,05 nM.

65% dos participantes sem eventos hemorrdgicos durante o
tratamento, sem taxa de sangramento anual no periodo de
observacao.

Redugado consistente na atividade
AT com o tratamento com fitusiran,
aumentando a geracdo de trombina
em ambos os grupos. O escore de
Haem-A-Qol e as taxas de
sangramento anual apresentaram
melhorias clinicamente
significativas com o tratamento.

ijms21165621 / Katarzyna
I. Jankowska; Maitreyi
Chattopadhyay; Zuben E.
Sauna; Chintamani D.
Atreya / 2020

Avaliar o papel dos
miRNAs na deficiéncia de
FVIIl e HA em espécie de
roedor e em células
controle

A superexpressdo de miR-208a, miR-351 e miR-125a (p =
0,002) U os niveis de mRNA de muFg = | 25-70%, apds a
transfec¢ao com o plasmideo.

A expressdao de miR-208a, miR-351
ou miR-125a em células de
camundongo modula a expressao
da proteina FVIIl murina.

16078454.2018.1560934 /
Niloofar Naderi; Ali
Namvar; Nooshin Amani;
Nikoo Nasoohi; Azam
Bolhassani/ 2019

Analise in vitro da
expressao dos IncRNAs
comparando pacientes
com hemofilia Ae
doadores sadios

A média dos niveis de transcricdo de dois IncRNAs
(NONHSAT139215.2 e NONHSAT13219.2) foi reduzida nas
amostras de pacientes com hemofilia A (p< 0,05) comparado
com o controle.

A expressdo dos IncRNAs foi
significativamente baixa em
paciente com hemofilia A, o que
pode estar relacionados a atividade
do FVIII.

hae.12923 /8B
Pezeshkpoor; A-C
Berkemeier; K J Czogalla; J
Oldenburg; O El-Maarri /
2016

Analise da expressao
génica in vitro do DNA de
pacientes com hemofilia
A e doadores sadios

Delegdo da delegdo de 159 bp da regidao 3’ UTR do gene FVIII -
U expressdo do gene repérter de luciferase (~40%, P <0,0001)
vs plasmideo selvagem.

Esses resultados confirmam a
patogenicidade da variante
mostrando que a dele¢do de 159 bp
de F8 3’ UTR pode ter um efeito nos
niveis de expressdao de mRNA.




j.1365-2516.2012. 02882.x
/ V Bafunno, R Santacroce,
M Chetta, F Peyvandi, F
Sessa, E Chinni, V Longo,
M Margaglione / 2012

Analise in silico da relagdo
dos SNP com a hemofilia
A associada a pacientes
que utilizam inibidores,
pacientes que nao
utilizam inibidores e
pacientes saudaveis

Trés SNPs na regido 3'UTR do gene F8 (rs36101366 A>G,
rs34683807 C >T, rs180360 C>A) e um SNP na regido 3'UTR
do gene IL-10 (rs3024496 T>C) apresentaram frequéncias em
65 individuos saudaveis, 97 (F8) e 78 (IL-10) pacientes sem
inibidores e 111 (F8) e 66 (IL-10) pacientes com inibidores.
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A analise da frequéncia de
genodtipos e alelos ndo mostrou
diferenca significativa entre os
diferentes subgrupos.

j.aca.2019.09.037 / H
Rezaei, M Motovali-Bashi,
S Radfar / 2019

Deteccdo de MicroRNA
para biomarcador da
hemofilia A em Amostras
de Soros humanos de
pacientes com hemofilia e
pacientes saudaveis

Resposta eletroquimica do biossensor para os miR-1246 e
miR-4521 acima de 100%, a reprodutibilidade = 5,1% e 4,4%,
a repetibilidade = 6,2% e 5,2% e a especificidade foi 10,8
vezes maior do que nos controles.

Um potencial significativo para a
andlise dos miRNAs miR-1246 e
miR-4521 para o diagndstico clinico.

trf.15605 / Katarzyna |
Jankowska, Joseph McGill,
Behnaz Pezeshkpoor,
Johannes Oldenburg,
Chintamani D Atreya,
Zuben E Sauna / 2020

Identificar o papel dos
microRNAs na regulagdo
do F8 em células in vitro,
utilizando amostras de
pacientes com hemofilia
A e doadores saudaveis

miR-30c-5p (miR-30c) e miR-374b-5p (miR-374b) = U de 10%
a 28% na atividade da luciferase quando I miR-30c e miR-
374b nas células.

A transfecgio de células com o inibidor de miR-30c = Tl os
niveis de mRNA de FVIII (p <0,05) e { os niveis de miR-30c vs
o controle negativo (p < 0,01).

Os resultados confirmam a
regulacdo negativa de F8 mediada
por miRNA na regido 3’ UTR pois a
expressao e a tradugdo de mRNA de
F8 foi regulada pelos miR-30c e miR-
374b.




journal.pone.0132433 /
Tewarit Sarachana, Neetu
Dahiya, Vijaya L Simhadri,
Gouri Shankar Pandey,
Surbhi Saini, Christine
Guelcher, Michael F
Guerrera, Chava Kimchi-
Sarfaty, Zuben E Sauna,
Chintamani D Atreya /
2015

Identificacdo de ncRNA
gue regulam o F8 em
amostras de pacientes
com hemofiliaAe
doadores saudaveis

0s NncRNAs selecionados: hsa-miR-1246, hsa-miR-4521 e HBII-
13, expressos diferencialmente (p < 0,01).

1 da expressdo hsa-miR-1246 de células linfoblastdides
transfectando as células com hsa-miR-1246 miRNA Precursor
ou um Controle negativo = regulacao positiva significativa.
hsa-mir-1246 é regulado positivamente em amostras de
pacientes com HA.

o nivel médio de hsa-miR-1246 em pacientes com HA sem
inibidores é 10 vezes maior do que nos pacientes com
inibidores.
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Os resultados demonstraram que o
hsa-miR-1246 atua sobre o mRNA
do gene FVIll regulando a sua
expressao.

jth.12339/B
Pezeshkpoor, N Zimmer, N
Marquardt, | Nanda, T
Haaf, U Budde, J
Oldenburg, O El-Maarri /
2013

Analise in vitro dos micro
RNAs, para identificagdo
de variagOes intronicas
em amostras de pacientes
com hemofiliaAe
doadores saudaveis

a inclusdo de sequéncias intrénicas do intron 18 (insercdo de
105 pb e 126 pb) revelou a presenca de duas variagoes
intronicas Unicas identificadas por NGS (c.5998+530C>T e
€.5998+941G>A, respectivamente).

SNPs (rs34552198, c.2114-7226_2114-7225insTA) foram
associados com o F8 (P =0,0490).

Associagdes entre a expressao do mRNA de F8 e rs28857481
e rs6643622 (P =0,0326 e P = 0,0071).

Os resultados de sequenciamento
mostraram que a transicao ativa
para outro sitio de splice +10 pb a
jusante da mutacdo. Variacoes
profundas na sequéncia intronica
afetam o processo de splicing.
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DISCUSSAO

Os ncRNAs comegaram a ter mais notoriedade nos anos 2000, sendo um assunto
relativamente novo e com um foco maior em neoplasias e, por conta disto, observam-se
poucos artigos e estudos voltados para as demais doengas, entre elas, as coagulopatias.
Atualmente, os estudos sobre as funcdes e os mecanismos de acdo dos nCRNAs, bem
como de suas mutacdes e polimorfismos, sdo muito importantes para o entendimento da
patogénese das coagulopatias e, especialmente, da hemofilia A.

O miR-1246 e o miR-4521, utilizados em 2 dos estudos aqui avaliados,
apresentaram resultados que indicam sua associagdo com a regulacdo da expressdo do
gene F8, demonstrando um potencial significativo para sua utilizacdo no diagndstico
clinico da hemofilia A, com confiabilidade baseada na avaliacdo de especificidade,
reprodutibilidade e repetibilidade, observando-se alta especificidade na discriminacao de
miRNAs semelhantes (1, 9).

Os outros 5 miRNAs (miR-208a, miR-351, miR-125, miR-30c e miR-374b) foram
estudados em artigos diferentes, utilizando as mesmas abordagens, o que levou a
conclusdes semelhantes, demonstrando que regulam a expressao do mRNA e 0s niveis
séricos da proteina FVIII (10, 11).

Os IncRNAs NONHSAT139215.2 e NONHSAT13219.2 possuem uma alta
interacdo com o FVIII, indicando uma possivel relacdo com a atividade do gene (12).
Além dele, os SNPs rs34552198, rs28857481, rs1800292, rs78327897, rs1050705 e
rs6643622 apresentaram interacdo com os mRNA do FVIII, mostrando uma associacao
direta com o gene FVIII (14).

Em linhas gerais, 0s SNPs (rs36101366 A>G, rs34683807 C >T, rs180360 C>A
e rs3024496 T>C) estudados (13) ndo obtiveram resultados significativos e relevantes,
guando comparados com individuos saudaveis, indicando auséncia de associa¢do com a
hemofilia A.

O medicamento experimental Fitsurian, utilizado no estudo (15), apresentou
resultados relevantes, considerando que ndo houve interrupcgdes do tratamento durante o
estudo. Entre os resultados, podemos citar reducdes de eventos hemorragicos e melhoras
na qualidade de vida. E interessante que se facam mais experimentos com a medicaco,
para verificar se, a longo prazo, os pacientes permanecem com a qualidade de vida e se 0
tempo de acdo do medicamento se mantém, visando avaliar se havera necessidade de

aumento do numero de aplicaces, relacionadas ao tempo de uso.
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Pezeshkpoor et al (2016) (16) fizeram o sequenciamento e concluiram que a
dele¢do de 159 bp da regido 3> UTR do gene FVIII pode ter um efeito nos niveis de
expressao deste mMRNA.
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CONCLUSAO

H& uma diversidade consideravel nas previsbes computacionais de SNPs,
ncRNAs e mutacgdes genéticas que podem estar associadas a hemofilia A e ao gene FVIII.
Atualmente, poucos estudos tém relacionado as doencas ndo neoplasicas com a terapia
génica, apesar dos resultados de varios artigos serem promissores em outras areas.

Nesta revisdo sisteméatica, mostramos que os miRNAs estudados regulam a
expressdo genica do FVIII e que os miR-1246 e miR-4521 apresentam caracteristicas de
biomarcadores para hemofilia A. Os IncRNAs (NONHSAT139215.2 e
NONHSAT13219.2) e os SNPs (rs34552198, rs28857481, rs1800292, rs78327897,
rs1050705 e rs6643622) apresentam interagdo com o gene FVIII, afetando a sua
expressdo. Os SNPs (rs36101366, rs34683807, rs180360 e rs3024496) apresentaram uma
variacdo genética, porém ndo demonstraram associacdo ou efeito diretamente detectavel
na hemofilia A.

Embora os resultados na utilizacdo do medicamento fitsurian tenham sido
interessantes, mais estudos sdo necessarios, para compreender melhor, a longo prazo, 0s
efeitos da medicacdo. A presente revisdo indica a necessidade de mais estudos que
permitam ampliar a compreensdo sobre os efeitos dos ncRNAs na expressdo do FVIII e

de seu papel na hemofilia A.
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