A Hemofilia B € uma doenca hemorragica causada pela
reducao da atividade do Fator IX (FIX) devido a mutacoes
no gene F9, que codifica esta proteina. O padrao de
heranca é recessivo ligado ao cromossomo X. O gene F9
esta localizado no cromossomo Xg27.1, sendo composto
por 8 éxons. Os pacientes afetados podem ser classificados
em graves, moderados e leves, de acordo com as
caracteristicas clinicas apresentadas e a quantidade de FIX
produzida. S3o considerados casos graves aqueles em que
a atividade do FIX é <1%, moderados quando apresentam
atividade entre 1 e 5%, e leves quando a atividade do FIX
esta entre 5 e 40%. O tratamento é realizado pela
reposicao de FIX, purificado de plasma ou obtido por
técnicas de DNA recombinante.
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Figura 1: Localizacao do gene F9 no cromossomo Xqg27.1.

O objetivo deste trabalho é analisar e correlacionar as
diferencas estruturais e funcionais encontradas em trés
mutacoes de sentido trocado previamente identificadas:
p.Argd3Trp (c.127C>T); p.Phe55Cys (c.164T>QG);

p.His302Arg (c.905A>QG).

A predicao do efeito das mutacdes foi efetuada pelos
programas PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2-
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph?2/) e HOPE
(http://www.cmbi.ru.nl/hope/). O alinhamento com as
sequéncias do FIX de outras espécies foi realizado
utilizando o programa PolyPhen-2 e a ferramenta BLAST do
Uniprot. Foi utilizado o programa Phyre-2 ( Expert Mode -
one to onhe Threading- -
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=inde
X) para gerar modelos de estruturas correspondentes as
mutacdes Phe55Cys e His302Arg, tomando como base
estruturas obtidas no PDB (Protein Data Bank). Os
potenciais eletrostaticos foram calculados para estas
estruturas com a ferramenta DelPhi
(http://compbio.clemson.edu/sapp/delphi_webserver/). Os
arquivos e potencial eletrostatico foram vizualizados no
programa Chimera.
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A partir das predicoes efetuadas pelo programa PolyPhen-2 os
escores de dano verificados para as mutacoes p.Argd3Trp e
p.His302Arg foram 1.00 (valor maximo) e 0,995 para a mutacao
Phe55Cys. Utilizando o software HOPE foi possivel identificar que
as trés mutacoes ocorrem em regides de grande conservacao de
aminoacidos, corroborando com os altos escores de dano obtidos.
Além disso, a mutacao Arg43Trp ocorre no dominio proteico do
pro-peptideo. Ja a Phe55Cys € uma variante que esta localizada no
dominio GLA. O pro-peptideo juntamente com o dominio GLA
forma o sitio de reconhecimento da y-carboxilase, uma enzima
dependente de vitamina K, responsavel pela modificacao pos-
traducional dos 12 primeiros residuos de acido glutamico. O
dominio GLA também serve como substrato para a y-carboxilacao
e para ligacao com fosfolipideos plaguetarios, etapa importante
na coagulacao sanguinea. A alteracao His302Arg localiza-se no
dominio catalitico, que esta presente no peptideo maduro.
Residuos nesse dominio provavelmente contribuem para a
interacao com outros fatores da coagulacao. Com base nos
modelos estruturais obtidos no PDB, foi possivel gerar no servidor
phyre-2 estruturas para as mutacdes Phe55Cys e His302Arg, nao
foi possivel gerar um modelo para a mutacao Arg43Trp pois esta
localizada no pro-peptidio do gene, o qual nao esta presente na

proteina madura.
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Figura 2: Representacao da estrutura proteica do FIX com suas modificacdes pos-
traducionais.

Com a analise do potencial eletrostatico dos modelos gerados
para essas mutacoes, foram encontradas alteracdes no dominio
catalitico quando ocorre a mutacao His302Arg. O mesmo nao
ocorre para o dominio GLA considerando a mutacao Phe55Cys,
0 que sugere que dano causado esta ligado a modificacoes pos-
traducionais.
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Figura 3: Comparacdo entre o potencial eletrostatico das estruturas geradas.
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