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Resumo: A Doenca de Von Willebrand é o distarbio hemorragico autossdmico hereditario mais
comum e representa uma gama de patologias quantitativas e qualitativas da glicoproteina adesiva
chamada fator de Von Willebrand (FVW) ocasionada por mutacdo no cromossomo 12. Essa
glicoproteina tem sua funcionalidade ligada a facilitacdo da adesdo de plaquetas normais na
homeostase primaria e atua como um portador do fator VIl na homeostase secundéaria. O objetivo
desse trabalho consistiu em realizar uma descricdo de um caso clinico no qual a expressdo do gene
da Interleucina-6 foi determinada. Participou deste estudo uma paciente do género feminino, com 27
anos de idade e com diagndstico de Doenca de Von Willebrand. O RNA total do sangue periférico
foi extraido utilizando-se o método do TRIzol e serviu de molde para a sintese de cDNA por
transcricdo reversa. A expressao do gene IL-6 foi semiquantificada por PCR. O teste t de Student foi
utilizado para comparacdo das variaveis. O estudo constatou que a expressao génica da IL-6 esta
aumentada 78,87% (P<0,001) na participante com a Doenga de Von Willebrand. Marcadores de
lesdo/disfuncdo endotelial e inflamagdo estdo aumentados nos individuos com a Doenca de Von
Willebrand e esta inter-relacdo suporta o conceito de um papel central na leséo endotelial e de
anormalidades de coagulacdo na predisposicdo dos pacientes as sindromes vasculares e coronarianas
agudas.

Palavras chave: expressao génica, interleucina-6, reacdo em cadeia da polimerase, doenca de Von
Willebrand.

Semiquantitative expression of interleukin-6 in a patient with von Willebrand
Disease — case report

Abstract: Von Willebrand's disease is the most common hereditary autosomal bleeding disorder and
represents a range of quantitative and qualitative pathologies of the adhesive glycoprotein called VVon
Willebrand factor (VWF) caused by a mutation on chromosome 12. This glycoprotein's functionality
is linked to facilitating adhesion of normal platelets in primary homeostasis and acts as a carrier of
factor VIII in secondary homeostasis. The objective of this work was to describe a clinical case in
which the expression of the Interleukin-6 gene was determined. A female patient, 27 years old and
diagnosed with Von Willebrand Disease, participated in this study. Total RNA from peripheral blood
was extracted using the TRIzol method and served as a template for cDNA synthesis by reverse
transcription. IL-6 gene expression was semiquantified by PCR. Student's t test was used to compare
variables. The study found that IL-6 gene expression is increased by 78.87% (P<0.001) in the
participant with Von Willebrand Disease. Markers of endothelial injury/dysfunction and
inflammation are increased in individuals with Von Willebrand Disease and this interrelationship
supports the concept of a central role for endothelial injury and coagulation abnormalities in
predisposing patients to acute coronary and vascular syndromes.
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1. Introducgéo

Anticoagulag&o, coagulacao, fibrindlise e fibrinogénese interagem em complexo sistema para
exercer a hemostasia e manter o fluxo sanguineo. Doencas proprias desse sistema manifestam-se tanto
por hipoatividade e reducdo da capacidade de estancar sangramentos quanto por hiperatividade e
estados protromboticos (ROHDE et al, 2004; WEYAND e FLOOD, 2021).

E um exemplo de hipocoagulabilidade a doenga de von Willebrand (VWD), o distdrbio
hemorragico autossémico hereditario mais comum. Representa uma gama de patologias quantitativas
e qualitativas da glicoproteina adesiva, Fator de von Willebrand (LILLICRAP, 2013) e estima-se que
sua prevaléncia varie entre 1 e 3 % na populacdo (SADLER, 1996; FOGARTY et al, 2020).

O VWEF é uma glicoproteina multimérica sintetizada em células endoteliais e megacariocitos.
Inicialmente é sintetizado como uma proteina primaria de aminoacidos que sofre um extenso
processamento pés-traducional, incluindo dimerizagéo, multimerizac&o e glicosilagdo (ECHAHDI et
al, 2017).

A funcdo do fator de von Willebrand na hemostase primaria é facilitar a adeséo de plaquetas
normais e na hemostase secundaria, atua como um portador do Fator VIII (KAHLON et al, 2013).

De acordo com Lillicrap (2013) a doenca ndo apresenta predilecdo geogréfica ou étnica, mas
embora ambos 0s sexos herdem alelos mutantes do VWF com igual frequéncia, as mulheres superam
0s homens por aproximadamente 2:1 na maioria das populagdes, presumivelmente por causa da carga
de hemorragia muco cutanea excessiva em mulheres em idade reprodutiva (CASTAMAN e JAMES,
2019).

A VWD pode ser classificada, considerando seu grau de severidade, dos tipos | ao Il (MS,
2005). O tipo 1 inclui leve a moderada deficiéncia quantitativa do fator de von Willebrand e o tipo 2
é caracterizado por anomalias qualitativas no fator e é subdividido em quatro categorias: tipos 2A e
2B demonstram a perda de ambas as formas multiméricas de elevado peso molecular do VWF. No
tipo 2A isso se deve a um defeito na secrec¢do ou na depuracdo do VWF e no tipo 2B por mutacGes
de ganho-de-funcéo levando ao aumento da ligacdo de plaquetas e remocdo dos complexos VWF
plaquetarios. O tipo 2M inclui ligacdes de plaguetas a colagenos com defeito, com distribuicdo de
multimeros relativamente preservada e o tipo 2N esta relacionado as variagdes no FVIII. O tipo 3 da
doenca é a forma mais grave caracterizada pela auséncia doVWF (FLOOD, 2014; SHARMA e
FLOOD, 2017).

A expressao clinica da VWD é geralmente leve no tipo 1, com gravidade crescente nos tipos
2 e 3. Em geral, a severidade da hemorragia é correlacionada com o grau de reducdo do FVIII
(FRANCHINI e MANNUCCI, 2020).

Sangramento muco cutaneo, epistaxe especialmente durante a infancia, menorragia e
ferimentos frequentes sdo manifestacBes tipicas da doenca e pode afetar a qualidade de vida
(CASTAMAN et al, 2013; SWAMI e KAUR, 2017).

Conforme Flood (2014) o diagnoéstico de defeitos quantitativos é simples, pois no tipo 1 o0s
niveis de proteina sdo reduzidos e no tipo 3 é ausente. Os testes para defeitos qualitativos sdo mais
problematicos, pois nenhum teste pode diagnosticar o tipo 2. Como o tratamento varia de acordo com
o tipo da doenca, o diagnostico preciso é fundamental para o0 melhor cuidado ao paciente (RANDI et
al, 2018).

A VWD ¢ herdada de forma autossémica dominante, o que significa que uma cépia alterada
do gene VWF, herdada de um dos pais, é suficiente para causar a condi¢do. Em alguns casos, a doenca
pode ser herdada de forma autossémica recessiva, o que significa que ambos 0s pais precisam
contribuir com uma copia alterada do gene para que a condi¢do se manifeste (BOENDER et al, 2016).

Os testes genéticos podem ser realizados para identificar mutacGes especificas no gene VWF
e ajudar no diagndstico da doenca de von Willebrand, especialmente em casos de heranca atipica ou
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para aconselhamento genético em familias afetadas. O aconselhamento genético é importante para
entender o risco de transmissdo da doenca para descendentes e para tomar decisfes informadas sobre
a reproducéo (DE FARIA et al, 2016; SHARMA e HABERICHTER, 2019; IERA-VELAZQUEZ e
JIMENEZ, 2019).

A interleucina-6 (IL-6) é uma citocina multifuncional envolvida em uma variedade de
processos bioldgicos, incluindo regulacdo do sistema imunologico, resposta inflamatoria e
hematopoiese. Dentre suas diversas funcdes, um aspecto crucial de pesquisa tem sido a relacdo da IL-
6 com processos inflamatorios vasculares. O entendimento dessa relacéo € essencial para elucidar 0s
mecanismos subjacentes a distlrbios vasculares e para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas
mais eficazes (LOW et al, 2019).

A IL-6 é produzida por varias células, incluindo células T, células B, macrofagos, fibroblastos
e células endoteliais. Sua expressao é induzida em resposta a diferentes estimulos, como infeccdes,
lesBes teciduais e processos inflamatorios. Quando se trata de processos inflamatdrios vasculares, a
IL-6 emerge como uma molécula-chave que desempenha papéis tanto na promocao quanto na
modulacgdo da resposta inflamatoria (NOONE et al, 2021).

A IL-6 pode afetar diretamente as células endoteliais, que revestem o interior dos vasos
sanguineos. Sua ligagdo aos receptores de IL-6 presentes nessas células desencadeia uma série de
eventos intracelulares, levando a ativacdo endotelial. A ativacdo endotelial € um componente
fundamental dos processos inflamatorios vasculares, contribuindo para a regulacéo do ténus vascular,
permeabilidade e adesdo de células inflamatdrias (GOVOROV et al, 2019).

A 1L-6 também é um mediador chave na inducdo da sintese de proteinas de fase aguda, como
a proteina C-reativa, que ¢é frequentemente utilizada como marcador inflamatorio. A elevacdo dos
niveis de PCR esta associada a disturbios inflamatérios vasculares, indicando a presenca de um estado
inflamatdrio sistémico (OIKONOMOU et al, 2020).

Além de atuar diretamente nas células endoteliais, a IL-6 promove a ativacdo de células
inflamatdrias, como os macréfagos. Essas células, quando ativadas, liberam mediadores inflamatérios
adicionais, exacerbando a resposta inflamatéria e contribuindo para a patogénese de doengas
vasculares (HOLTE et al, 2017).

A IL-6 desempenha um papel crucial na regulagdo da resposta imune, influenciando a
diferenciacdo e ativacao de células T. A resposta imune desregulada € frequentemente observada em
disturbios inflamatérios vasculares e a IL-6 pode ser um mediador chave nesse processo (KANG et
al, 2020).

A Acrterite de Células Gigantes é uma vasculite que afeta principalmente as artérias de médio
e grande porte. Estudos indicam um aumento nos niveis de IL-6 em pacientes com ACG, sugerindo
seu envolvimento na patogénese da doenca. Do mesmo modo, a Vasculite Associada a Polimialgia
Reumética, condicdo inflamatoria que afeta frequentemente individuos mais idosos, muitas vezes
apresentam elevacdo nos niveis de IL-6 (KANG et al, 2021).

A aterosclerose é uma condicdo em que placas de gordura, calcio e outras substancias se
acumulam nas paredes das artérias. A IL-6 desempenha um papel na inflamagdo associada a
aterosclerose, promovendo a ativacdo endotelial e contribuindo para a progressdo das lesdes
ateroscleroticas agravando, muitas vezes, a Sindrome Coronariana Aguda, como infarto agudo do
miocardio, onde ha uma liberacdo significativa de IL-6. Essa resposta inflamatoria pode estar
envolvida na remodelagéo vascular e na progressao da aterosclerose (TAKAGAKI et al, 2020).

Na VWD a IL-6 emerge como um componente interessante na compreensao dos mecanismos
inflamatorios associados a essa condi¢cdo. Embora a relacdo entre a IL-6 e a VWD ndo seja
completamente elucidada, estudos indicam que a IL-6 desempenha um papel significativo na
regulacdo da resposta inflamatoria e pode influenciar a expresséo e a fungdo do VWF. Na VWD,
onde ha uma deficiéncia ou disfuncdo do VWEF, a presenca de inflamagdo pode modular a gravidade
dos sintomas hemorragicos (SHARMA e FLOOD, 2017; FRANCHINI e MANNUCCI, 2020).
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Estudos sugerem que a IL-6 pode modular a producéo e liberacdo de VWEF pelas células
endoteliais. A ativacdo da IL-6 pode estimular a sintese de VWEF, contribuindo para a corre¢édo do
defeito subjacente na VWD. No entanto, a regulacdo precisa desses eventos ainda estd sob
investigacdo (SWAMI e KAUR, 2017).

A IL-6 é conhecida por sua influéncia na resposta imune e a VWD pode ser afetada por
desequilibrios no sistema imunolégico. A modulacdo da resposta imune pela IL-6 pode ter
implicacGes na expresséo e fungdo do VWEF, potencialmente exacerbando os sintomas hemorrégicos
(RANDI et al, 2018).

A presenca de inflamag&o aguda ou cronica em pacientes com VWD pode estar associada a
niveis elevados de IL-6. Essa condicdo inflamatoria pode desencadear respostas compensatorias no
sistema hemostético, afetando a expressao e a funcdo do FVW (SHARMA e HABERICHTER, 2019).

A associacdo da IL-6 com a VWD adiciona complexidade ao diagnostico e tratamento da
doenca. O entendimento dessa intera¢do pode influenciar as estratégias de tratamento, especialmente
em situacOes onde a inflamacao desempenha um papel significativo nos sintomas (GOVOROQV et al,
2019).

A desmopressina e terapia de reposicao com VWF/FVIII concentrado ou VWF desprovido de
FVIII concentrado sé&o as bases da terapéutica (MANNUCCI, 2019).

Dada a evidéncia do papel da IL-6 em distdrbios inflamatdrios vasculares, inibidores de IL-6,
como tocilizumabe, tém sido desenvolvidos e aplicados clinicamente. Esses medicamentos tém
mostrado eficacia no controle da inflamacdo e na melhoria dos sintomas em varias condi¢cfes
associadas a IL-6 (SHEPPARD et al, 2017).

A compreensdo da relacdo entre a IL-6 e distarbios vasculares esta pavimentando o caminho
para abordagens terapéuticas mais personalizadas. Identificar pacientes com niveis elevados de I1L-6
pode permitir tratamentos direcionados, otimizando a eficacia e minimizando os efeitos colaterais
(MANNUCCI, 2019).

2. Objetivo

Estudar a expressao génica do marcador interleucina — 6, associado a inflamacéo em paciente
com a Doenca de VVon Willebrand, por PCR semiquantitativo (estudo de caso clinico).

3. Meétodos

Casuistica

Participou deste estudo uma paciente do sexo feminino com 27 anos de idade e diagnosticada
por exame laboratorial com Doenca de Von Willebrand. Esta participante foi testada para o marcador
IL-6 através da analise de PCR a partir de sangue periférico e o resultado foi comparado com o valor
de referéncia da populacao normal.

Aspectos Eticos

Este projeto de pesquisa e o termo de consentimento livre e esclarecido foram submetidos ao
Comité de Etica da Universidade Santa Cecilia e foi iniciado ap6s ter ser sido aprovado pela
instituicdo (CAAE 48467515.0.0000.5513). Este estudo foi conduzido de acordo com os principios
enunciados na Resolu¢cdo CNS/MS 466/12.

Material e Métodos
Os experimentos utilizaram amostras clinicas de sangue periférico, que foram congeladas em
nitrogénio liquido imediatamente apos a coleta, descongeladas em gelo no momento de sua execugéo
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e mantidas em gelo durante toda sua manipulacdo. Todas as determinacGes foram realizadas em
triplicata e em condigdes isentas de RNase.

O RNA total das amostras foi extraido utilizando-se 0 método do TRIzol (GIBCO BRL, Life
Technologies, Rockville, MD, EUA) conforme instruces do fabricante. As amostras foram
suspensas em TRIzol na proporcdo de 1mL do reagente para 10mL de tecido e a mistura foi
homogeneizada em politron (Ultra-Turrax T25, Ika — Labortechnik, Germany) utilizando dois pulsos
por segundo a 4°C e em sequéncia, as amostras foram incubadas durante 5 minutos em TA.

Em seguida foi adicionado 0,1mL de cloroférmio (Merck S.A, SP, Brasil) para cada 1mL de
Trizol utilizado e as amostras foram agitadas por inversdao durante 15 segundos e incubadas durante
2 minutos em TA. A seguir, as amostras foram centrifugadas a 14000rpm, durante 15 minutos a 4°C.
A fase aquosa foi adicionado 0,5mL de isopropanol (Merck S.A, SP, Brasil) para cada 1mL de
TRIzol, sendo em seguida centrifugada a 14000rpm, durante 10 minutos a 4°C. Ao precipitado obtido
(RNA total) foi adicionado 1mL de etanol 75% (Merck S.A, SP, Brasil) para cada 1mL de TRIzol e
centrifugado a 7500rpm, durante 5 minutos a 4°C.

A fase aquosa foi desprezada e o pellet seco em TA e posteriormente ressuspenso em 20uL
de agua destilada tratada com dietilpirocarbonato (DePC; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)
na proporc¢do de 1mL de DePC para cada 1L de &gua.

O contetdo de RNA total foi quantificado por absorbancia em espectrofotdmetro (GeneQuant
pro RNA/DNA Calculator, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia). Foi considerado que
uma unidade de absorbancia a 260nm corresponde a 40pug/mL de RNA. A relacdo de absorbancia nos
comprimentos de onda de 260 e 280nm do RNA total foi calculada para certificacdo da auséncia de
contaminacdo proteica.

A integridade do RNA de cada amostra foi analisada eletroforeticamente em gel de agarose
1%, em tampao tris-borato-EDTA (TBE; 50mM Tris base, 50mM acido boérico, ImM EDTA, pH 8).
As amostras cujas bandas ribossomais 28S e 18S estiveram integras foram armazenadas a -80°C até
sua utilizacdo para a sintese da 12 fita de DNA complementar (cCDNA).

O RNA total serviu de molde para a sintese de cDNA (transcricéo reversa), utilizando o kit
Superscript 1l (GIBCO BRL, Life Technologies, Rockville, MD, EUA). A 12 fita de cDNA foi
preparada utilizando-se 5ug do RNA total, 1U da enzima transcriptase reversa, 1uL de oligos dT para
um volume final de 20uL. Esta mistura foi incubada sequencialmente a 25°C por 10 minutos, 42°C
por 50 minutos, 70°C por 15 minutos e 4°C por 1 minuto. O cDNA foi armazenado a -20°C até sua
utilizacdo nas reacdes em cadeia da polimerase (PCR).

A reacdo em cadeia da polimerase foi realizada com cDNA em volume de 1pL, 0,4mM do
mix de desoxinucleotideos tri-fosfato (ANTP), 0,2uM de cada primer, 1,5mM de MgCI2 e 2,5U da
enzima Tag DNA polimerase em tampéo de PCR (kit Superscript |1, GIBCO BRL, Life Technologies,
Rockville, MD, EUA), em volume final de 25uL. Primers para o gene constitutivo gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase, GAPDH, (Hodges e Chipman, 2002) foram utilizados para a padronizacdo de
expressao ndo-regulada.

A mistura de reacdo foi amplificada em termociclador de PCR PTC-200 Peltier Thermal
Cycler (MJ Research, Watertown, MA, EUA) utilizando o seguinte programa: desnaturagdo por 5
minutos a 94°C; 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 58°C (anelamento dos primers) e 1 minuto
a 72°C (extensdo do DNA); extensdo final por 10 minutos a 72°C e refrigeragéo a 4°C.

Apos as reagdes, os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%
em tampdo TBE contendo brometo de etideo (10ug/mL), utilizando padrdo de DNA com 100pb
(GIBCO BRL, Life Technologies, Rockville, MD, EUA). A visualiza¢do dos produtos de PCR no
gel foi feita por meio do sistema Eagle Eyell (Stratagene, La Jolla, CA, EUA), utilizando luz
ultravioleta e a densitometria das bandas pelo programa Quantity One 4.1.0 (Bio Rad, Hercules, CA,
EUA).

A faixa linear de amplificagdo dos genes foi determinada utilizando-se um pool do cDNA das
amostras. Para cada par de primers, realizamos a PCR por 18, 20, 22, 24, 27, 30, 33, 36, 38 e 40 ciclos
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de amplificagdo. Os produtos de cada uma das amplificagdes foram visualizados em gel de agarose
1%.

Ap0s a densitometria das bandas, determinamos a faixa linear de amplificagdo para cada gene
e escolhemos o nimero de ciclos através da banda de melhor visualizacao correspondente a regido da
curva que se situava entre 35 e 65% do valor maximo obtido. A condicdo assim determinada foi a
utilizada nas posteriores amplificacGes.

Um ajuste de qualidade das curvas foi feito em relacdo aos pontos iniciais para se determinar
a melhor funcdo matematica capaz de estimar os valores ndo encontrados. O indice de correlacdo
também foi determinado para se analisar a tendéncia dos dados nessas amostras e verificar o nivel de
significancia dessa tendéncia.

As amostras foram entdo submetidas a amplificagdo por PCR para cada gene, nas condi¢des
padronizadas descritas acima, com quantidade fixa de cDNA (1ug), de modo a permitir comparagdes
diretas entre as densidades das bandas amplificadas. Os produtos de PCR (bandas dos geéis) foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%, documentados e submetidos a densitometria.

Uma area de tamanho padronizado foi definida para cada conjunto de bandas no célculo da
densitometria. A “densidade de fundo” do gel (background) foi registrada em uma &rea idéntica e
descontada dos célculos e as densidades das amostras amplificadas foram comparadas com a da banda
do padrdo de DNA de tamanho mais proximo. Os resultados expressos representaram a densidade de
cada banda relativa a obtida para 0 GAPDH na mesma amostra. Para este gene (GAPDH) a densidade
relativa foi considerada 100% uma vez que ele foi adotado como padrao interno de cada gel (padréo
housekeeping).

A expressao do marcador inflamatorio estudado foi testada em relacdo a sua normalidade de
distribuicdo pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e a homogeneidade das variancias pelo teste de
Levene. Uma vez constatada a distribuicdo normal, para a comparacao das variaveis, os resultados
foram analisados pelo teste t de Student. Todos o0s testes estatisticos foram realizados no programa
SPSS, versdo 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL., EUA). Os valores foram expressos em média + desvio
padrao e foi fixado em 5% o nivel para a rejeicdo da hipotese de nulidade (nivel de significancia).

4. Resultados

A figura 1 mostra a eletroforese em gel de agarose 1% dos ciclos crescentes de amplificacao
para os produtos de PCR da IL-6 do pool de amostras do caso clinico relatado. O nimero de ciclos
escolhido para as amplificagdes semiquantitativas foi de 27. A linha de tendéncia mostrada pelo
gréafico foi ajustada em relacédo aos pontos iniciais da curva, onde coube uma funcao polinomial de 3°
grau (y = 0,0002x3 - 0,0226x? + 0,7827x — 8,1481), sendo que a qualidade deste ajuste (R?) foi de
95,27%.
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1% dos ciclos crescentes de
amplificacdo pela PCR das amostras do caso clinico relatado.

O estudo constatou que a expressdo génica da Interleucina-6 estd aumentada 78,87%
(p<0,001) na participante com a Doenca de VVon Willebrand (78,49%) em relacdo a referéncia normal
(43,88%) (figura 2).

Porcentagem

Ref. NL. VWD

Figura 2. Expressdo génica (em %) da IL-6 na participante com VWD
em comparagdo a referéncia da normalidade populacional.

5. Conclustes

O estudo constatou que a expressdo génica da IL-6 esta aumentada 78,87% na participante
com a Doenca de Von Willebrand em relacdo a referéncia de normalidade do parametro.

Marcadores de lesdo/disfuncao endotelial e inflamacéo estdo aumentados nos individuos com
a Doenca de Von Willebrand, como informa a literatura, e esta inter-relagdo suporta o conceito de
um papel central na leséo endotelial e de anormalidades de coagulacéo na predisposicéo dos pacientes
as sindromes vasculares e coronarianas agudas.

A busca por biomarcadores associados a atividade da IL-6 em distarbios vasculares é uma
area de pesquisa em expansdo. Biomarcadores especificos podem ser fundamentais para o diagndstico
precoce, monitoramento da progresséo da doenca e avaliacdo da resposta ao tratamento.

A relacdo da interleucina-6 com processos inflamatérios vasculares &€ complexa e
multifacetada. Sua influéncia na ativacdo endotelial, resposta imune e desenvolvimento de doencas
vasculares destacam a IL-6 como um alvo terapéutico promissor. A medida que a pesquisa avanca,
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novas descobertas sobre a regulagdo da IL-6 e suas interagdes no contexto vascular podem abrir portas
para intervencBes mais precisas e eficazes.
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