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Caracterizacao do estado de metilagcdo pontual nos genes CTLA4 e
CD28 em pacientes hemofilicos: auséncia de associacdo com o
desenvolvimento de anticorpos inibidores

Thiago Barbosa de Souza, Jozimara Teixeira de Souza, Cleiton Figueiredo Osoério da Silva,
Liliana Rossetti, Enrigue Medina-Acosta

Introducdo: A hemofilia A é uma coagulopatia hereditaria caracterizada pela deficiéncia do
fator VIII de coagulacdo. A terapia consiste em repor o fator deficiente. Alguns hemofilicos
desenvolvem anticorpos inibidores reduzindo a resposta terapéutica. Alelos de SNPs no
gene CTLA4 estdo associados com risco de doengas autoimunes e com o desenvolvimento
de inibidores, porém ainda ndo foram encontrados fatores epigenéticos que contribuem a
variacao fenotipica observada. O presente trabalho buscou avaliar o estado de metilacdo em
CpG proximos aos SNPs de risco no gene CTLA4 e no gene CD28, a montante do CTLA4,
em pacientes hemofilicos positivos (Inh+) e negativos (Inh-) para inibidores, e controles ndo
hemofilicos. Paralelamente utilizamos uma abordagem computacional para determinar os
perfis de modificacdes pods-traducionais de histonas em genes da resposta imune em bancos
de dados publicos de imunoprecipitacdo da cromatina - CHIP-Seq. Objetivos: Determinar o
estado de metilagdo em dois sitios CpG no gene CTLA4 e um sitio no gene CD28 em
pacientes Inh+, Inh- e controles ndo hemofilicos. Determinar o perfil de enriquecimento de
modificacdes de histonas em bancos de dados publicos de CHIP-Seq em individuos ndo
hemofilicos. Metodologia: Interrogacdo do estado de metilacdo das CpGs nos genes
CTLA4 e CD28 em amostras de DNA gendmico de sangue periférico por ensaio de digestao
enziméatica sensivel a metilacdo seguida de PCR quantitativo fluorescente. Investigacdo das
modificacdes de histonas nos genes CTLA4, GATAS, IL4, IFNG, TBX21, IL8, IL6, IL1A, IL1B,
IL10, CST7, FOXP3 e TNF utilizando dados publicos do NIH Roadmap Epigenomics
Mapping Consortium. Resultados e Discussao: Todos os sitios CpG avaliados nos genes
CTLA4 e CD28 apresentaram estado hipermetilado (>80%). Nao foi encontrada diferenca
estatistica entre os grupos avaliados (p > 0,05). Pelas andlises computacionais observamos:
tecidos que expressam o gene IL4 apresentam poucas marcas de histona; o gene IFNG néo
apresenta as marcas de repressao; algumas marcas de ativacdo estdo enriquecidas no gene
IFNG em células NK; tecidos que expressam os genes GATA3 e TBX21 apresentam marcas
de ativacao e repressao. Conclusdo: Nao encontramos diferencas significativas nos perfis
epigenéticos entre 0s grupos.
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