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RESUMO

A hemofilia B (HB) (OMIM 306900) consiste em uma doenca da coagulacdo de
heranga recessiva ligada ao X e afeta 1 a cada 30.000 nascimentos no sexo masculino. Essa
doenca genética é causada por mutagdes no gene do fator I1X (F9) da coagulacdo. Existem
cerca de 1095 mutacdes diferentes descritas em HB, com a prevaléncia de mutacdes do
tipo missense(sentido trocado). Essas variantes levam a sangramentos, especialmente apds
injurias vasculares ou cirurgias. A gravidade dos sangramentos estd relacionada com a
magnitude da deficiéncia do fator. A forma como as mutagdes interferem na fungéo do FIX
ndo é claramente determinada; diferentes aspectos poderiam estar envolvidos, como

modificacdesestruturais, perda de estabilidade e mudancas eletrostéaticas.

Este estudo tem o objetivo de (a) identificar mutacdes no gene F9 em pacientes com
hemofilia B leve, moderada e grave, vivendo no sul do Brasil, estado do Rio Grande do
Sul; (b) analisar a fungdo das mutacGes na determinacdo da doenca e fazer correlacGes
entre 0 genodtipo e o fenotipo, buscando regiGes, dominios e aminoacidos que sdo
determinantes para a funcdo do FIX; e (c) investigar efeitos estruturais e eletrostaticos no

FIX, de mutagdes previamente detectadas como causa da hemofilia B.

Um total de 43 pacientes independentes diagnosticados com HB foi incluido no
estudo. A atividade de coagulacdo do fator IX foi medidaatravés de ensaios de coagulacéo,
e os pacientes foram classificados conforme os testes laboratoriais em leves (n=6),
moderados (n=7) e graves (n=30). O DNA gendmico foi extraido e todos os éxons do F9,
regibes 5’UTR e 3'"UTR, juncBes éxon-intron e regido promotora foram amplificados por
PCR. Foi realizado o sequenciamento direto para a deteccdo de mutacOes eas seqiiéncias
dos pacientes foram comparadas com a sequéncia do gene F9 normal utilizando a

ferramenta CodonCodeAligner, implementado no software MEGA 5.

As variagdes encontradas foram comparadas com aquelas presentes no

Haemophilia B MutationDatabase (http://www.factorix.org/) e quando ndo estavam

presentes nesse, nas ferramentas 1000 Genomes Browser e USCS Genome Browser, para
verificar se eram polimorfismos. As mutagdes missense foram analisadas utilizando o
BLASTP e UNIPROTKB/Swiss-ProtMammaliandatabase, comparando residuos do FIX
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humano com seqiiéncias do FIX ortologas depositadas no mesmo banco de dados. Cinco
algoritmos foram empregados para verificar o impacto das mutagdes missense encontradas
na estrutura da proteina: PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping-2), SiFT (Sorting
Intolerant to Tolerant), HOPE (Have yOur Protein Explained), PROVEAN (Protein
Variation Effect Analyzer), and Mutation Taster.

Um total de 54 diferentes mutacdes missense foi usado em anélises de estrutura, 18
delas oriundas do nosso estudo em pacientes do sul do Brasil e as outras 36descritas no
Banco de Dados do Fator IX. Foram gerados modelos estruturais para cada mutacdo
através de modelagem por homologia por meio do Phyre-2. Os modelos foram utilizados
em analises de potencial eletrostatico e em clusterizacdes por diferenca eletrostatica, com o
objetivo de fazer uma comparacdo dos modelos mutantes com a estrutura e caracteristicas
fisico-quimicas do Fator 1X normal. Os célculos de potencial eletrostatico (PE) foram
realizados no sofware Delphi webserver e aplicados nos modelos por meio da interface

Chimera. Para a clusterizacdo das estruturas foi utilizada a ferramenta webPIPSA.

Foram encontradas 31 variantes distintas entre as 43 familias HB, incluindo 6
mutacOes que ndo estavam descritas no Banco de Dados do Fator IX. Nenhuma das
variantes foi encontrada nos bancos de dados1000 Genomes Browser e UCSC Genome
Browser. Entre as variantes encontradas existe a predominancia de mutacdes de sentido
trocado(23/31), seguida de sem sentido (4/31), processamento (2/31) e pequenas delecdes
(2/31).

A maioria das mutagdes detectadas foi considerada como deletéria pelas predi¢des
dos algoritmos. Os tipos de mutacdes encontradas no Rio Grande do Sul apresentam uma
distribuicdo que ndo se distancia daquelas observadas em pesquisas prévias. Considerando
0s modelos usados nas analises de clusterizacdo, a analise de diferencas eletrostaticas
mostrou que 31 dos 54 modelos analisadossdo diferentes da estrutura selvagem. A
distancia eletrostatica dessas 31 mutacdes em relagdo a estrutura normal varia conforme a

mutacéo e poderia interferir com as fun¢des do fator 1X, causando HB.
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ABSTRACT

Hemophilia B (HB) (OMIM 306900) consists of an inherited X-linked recessive
bleeding disorder and affects 1 in 30,000 male live births. This genetic disease is caused
by mutations in the coagulation factor 1X gene (F9).There are about 1,095 different HB
mutations described, with a prevalence of missense mutations. These variations lead to a
bleeding tendency, especially after injuries or surgery. The severity of bleeding symptoms
is connected with the magnitude of the clotting factor deficiency. The role of how
mutations interfere on FIX function is not clearly determined; different aspects could be

involved, as structural modifications, loss of stability and electrostatic changes.

This study has the objectives of (a) identify F9 mutations in patients with mild,
moderate and severe hemophilia B living in the southern Brazilian state of Rio Grande do
Sul; (b) analyze the role of the mutations in disorder determination and make phenotype-
genotype correlations, looking for the regions, domains and amino acids that are
determinants of FIX function; (c) investigate FIX structural and electrostatic effects of

previously detected and now hemophilia B causative missense mutations.

A total of 43 independent patients affected by HB were included in this study.
Coagulation activity (FIX: C) was measured using the one-stage clotting assay, and then
the patients were classified according to the laboratory tests into mild (n= 6), moderate (n=
7) and severe (n= 30) hemophilies. Genomic DNA was extracted and all F9 exons, the
5°UTR and 3"UTR, intron-exon junctions and the promoter region were amplified by PCR.
Direct sequencing was conducted for mutation detection. Patients” sequences were
compared with the normal F9 gene sequence (GeneBank accession number K02402) using
the Codon Code Aligner tool implemented with the MEGA 5 software.

The variations detected were compared with those reported in the Haemophilia B
Mutation Database (http://www.factorix.org/) and when not found there, in the 1000
Genomes browser and USCS Genome browser to verify if they were polymorphisms. The
missense mutations were examined using BLASTP and the UNIPROTKB/Swiss-Prot
Mammalian database, comparing the human FIX residues (Swiss Prot ID: P00740) with
orthologous FIX sequences deposited in the same databank. Five algorithms were
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employed to analyze the impact of the missense mutations found on protein structure:
PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping-2), SiFT (Sorting Intolerant to Tolerant, HOPE
(Have yOur Protein Explained), PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer), and

Mutation Taster.

A total of 54 different HB missense mutations were employed in the structural
analysis, 18 of them detected in our study of southern Brazilian patients and the other 36
described in the factor ix database. A structural model for each missense mutation was
generated by homology approaches using Phyre2. The models were employed in
electrostatic potential analyses and clusterization by electrostatic differences using
bioinformatics tools, aiming to compare the mutant models with the structure and
physicochemical characteristics of normal Factor IX. The electrostatic potential (EP)
calculations were performed using the Delphi webserver and applied on the models using

Chimera Interface. For the models”clusterization the webPIPSA tool was employed.

Thirty-one non-redundant variations were found among the 43 HB families,
including 6 mutations not previously described in the Factor 1X mutation database. None
of the variations were found on the 1000 Genomes Browser or UCSC Genome Browser.
Between the variations detected, there is a predominance of missense (23/31), followed by
nonsense (4/31), splicing site (2/31) and small deletion (2/31) mutations.

The majority of the detected mutations were considered deleterious by algorithm
predictions. The different mutation types detected in Rio Grande do Sul presented a
distribution not much different from those observed in previous surveys. Considering the
models used in theclusterization analysis, the electrostatic differences evaluation revealed
that 31 of the 54 mutations were considered as divergent, compared to the wild structure.
The electrostatic distances of these 31 mutations compared to normal vary according to the

mutation and could have interfered in Factor 1X functions, causing HB.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1.Hemostasia

A hemostasia consiste em um processo fisioldgico para evitar sangramentos
hemorragicos, mantendo o sangue fluido nos vasos sanguineos e evitando hemorragias e
tromboses, além de ser crucial para o inicio do reparo tecidual(Schenone et al., 2004). Esse
mecanismo € altamente regulado e dindmico. As vias da coagulagdo sanguinea fazem a
regulacdo fina do que existe neste processo, evitando que haja algum tipo de colapso. Erros

em qualquer etapa desta via podem comprometer a coagulacao.

O processo hemostéatico envolve desde a formagdo de um coagulo (coagulacéo) até
a sua degradacdo (fibrindlise)(Marcus e Safier, 1993). ApOs a injuria vascular, a
hemostasia ocorre por meio de etapas sucessivas: vasoconstricdo, quando o estimulo do
vaso traumatizado determina a contracdo da parede; formacgdo de um tampao plaquetario (o
qual envolve a adesdo, ativacdo e agregacdo das plaquetas); ativacdo da cascata de
coagulacdo sanguinea, que culmina na producdo de uma rede de fibrina; e a dissolugédo
desta rede, a fibrindlise. Diversas rupturas vasculares ocorrem diariamente, e em sua
maioria a oclusdo pelo tampdo plaguetario € um mecanismo eficaz no controle

hemostatico, considerando que sdo apenas pequenas descontinuidades no vaso.

A coagulacdo sanguinea é iniciada por substancias ativadoras do endotélio vascular,
da superficie plaquetaria e também por proteinas da coagulacdo sanguinea.Ela é regulada
por trés componentes basicos: a parede vascular, as plaquetas e os fatores da coagulagéo.

Em um vaso sanguineo ocorre a migracdo axial durante a circulacdo. Em funcéo
disso, a maioria dos eritrocitos movimenta-se pela area central do Iumen, deixando
eritrocitos livres proximos a parede dos vasos, ondeestdo as plaquetas. Quando ocorre dano
em um vaso sanguineo, as células sanguineas (principalmente as plaquetas) tornam-se
expostas ao colageno e a fibroblastos do endotélio subjacente. Ocorre a vasoconstri¢éo,
diminuindo o fluxo sanguineo no local de injuria vascular, para minimizar a perda de
sangue. A etapa seguinte é a hemostasia primaria, que consiste no processo que leva a

formacédo do tampéo plaquetario.
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Durante a hemostasia priméria, o Fator Von Willebrand (FvW) faz uma ligagéo
com o col&geno subendotelial e o endotélio lesado. O FvW consiste em uma glicoproteina
multimérica, que liga-sea uma glicoproteina presente na membrana superficial das
plaquetas (GPIb). Inicialmente 0 FYW estd em uma conformacdo enovelada, mas com a
ligacdo ao colageno subendotelial e as células endoteliais lesadas, ocorre o
desenovelamento deste fator. A partir deste desenovelamento ocorre a exposi¢do dos
dominios Al do FvW, que fazem a ligagdo com o GPIb. A ligacdo do dominio A1 com
GPIb, ativa outro receptor nas plaquetas, a integrinaGPlIb/ll1a. A GPIIb/llla ativa liga-se

ao dominio C1 do FvW e leva a auto-ativacao das plaquetas.

O Fator Von Willebrand faz a integracdo das plaquetas com o endotélio. A
auséncia, diminuicdo ou mesmo problemas funcionais do Fator Von Willebrand levam a
doenga de VVon Willebrand, que consiste em uma disfuncdo onde as plaquetas apresentam
dificuldade em aderir ao subendotélio.

Subsequentemente a adesdo das plaquetas ao subendotélio, novas plaquetas sao
ativadas e se aglutinam. No processo de ativacdo, as plaquetas tém a sua configuracao
alterada: tornam-se esféricas e emitem pseuddépodos. Com a ativagdo, os trombdcitos
liberam granulos citoplasmaticos (como ADP, tromboxano e serotonina) e estes recrutam
novas plaquetas para o local da lesdo vascular (Marcus e Safier, 1993). Células endoteliais
fazem a sinalizacdo para controlar este processo de auto-amplificagdo, visando conter o
tampdo plaquetario estritamente na regido do dano vascular (Stassen et al., 2004). Além
disso, mecanismos que restringem a agregacao plaquetaria e formacdo do coagulo de
fibrina a regido da injdria contribuem para a manutencdo do sangue em um estado fluido
(Hoffbrand, Pettit e Moss, 2001). Para que a coagulacdo sanguinea aconteca, um polimero
de fibrina (coagulo) precisa ser formado a partir de fibrinogénio,por meio de uma reacéo
catalisada pela trombina, enzima formada a partir da protrombina, por uma reagdo

estimulada por célcio e tromboquinase(Riddel et al., 2007).

A interacdo entre as plagquetas e os fatores da coagulacdo sanguinea é o que da
origem a um tampao plaquetario, que acaba por estancar o sangramento no local da injuria
vascular. A plaqueta adere-se a macromoléculas do tecido subendotelial na regido lesada
formando um tampédo primario (Ruggeri e Mendolicchio, 2007). De maneira geral, as
plaquetas estimulam a ativacao desses fatores plasmaticos da coagulacéo, o que culmina na

formacdo de um codgulo de fibrina, reforcando a agregacdo plaquetéria(Berndt et al.,
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2014). A medida que ocorre a cicatrizagio na area do dano, o coagulo de fibrina é desfeito,
bem como a agregacéo plaquetaria.

As plaquetas, ou trombdcitos, tém sua biogénese na medula 6ssea, consistindo em
fragmentos anucleados de megacariocitos(Zajicek, 1954). Elas sdo recrutadas
especialmente para a coagulagdo sanguinea, participando fisicamente e quimicamente deste
processo. Sdo ativadas por exposi¢do ao colageno e aderem-se ao subendotélio lesado,
onde se agregam umas as outras e formam um trombo, que é posteriormente estabilizado.
As plaguetas consistem em pecas chave da hemostasia primaria e em um individuo adulto
e saudavel estdo presentes em quantidades que vao aproximadamente de 150 a 400 bilhdes
de unidades por litro de sangue. Em eventos de injdria vascular, as plaquetas sao altamente
especializadas para reconhecer perturbacfes junto as células endoteliais dos vasos

sanguineos ou exposicdo da matriz fibrosa (Berndt et al., 2014).

1.2.A Via Classica da Coagulacdo Sanguinea

Para simplificar o entendimento do processo de coagulacdo, foi proposto um
modelo. Este modelo foi denominado de “Cascata da Coagulagdo Sanguinea”, conhecido
também como “via cléssica”, pois foi o primeiro modelo que estudou o papel dos fatores
da coagulacdo em um sistema. Este conceito envolve uma série de etapas nas quais a
ativacdo de cada um dos fatores da coagulacdo sanguinea leva a ativacdo de outro, e resulta
na geracdo de trombina(Broze, 1995). O processo envolve uma via intrinseca e outra
extrinseca, além de uma via comum. A ativacdo do fator X e a geracdo de fibrina podem

ocorrer por ambas as Vvias (intrinseca e extrinseca).

Cerca de 20 fatores plasmaticos atuam na cascata da coagulacdo, ea maioria deles
consiste em enzimas que circulam em um estado inativo (como zimogénios) na circulacdo
e sdo ativados em cascata (Figura 1).0s fatores da coagulacdo foram descobertos em sua
maioria entre os anos de 1940 e 1960, e foram identificados por algarismos romanos, que
ndo ilustram a sequéncia das reacbes, mas sim a ordem pela qual os componentes da via
foram sendo descobertos. O modelo de cascata s6 foi sugerido depois que ja eram
conhecidos os fatores da coagulagdo. A via classica foi proposta simultaneamente por dois
grupos diferentes de bioguimicos que publicaram artigosno ano de 1964. O artigo com a

cascata de coagulagé@o proposta por Macfarlane (1964) foi publicado na revista Nature, e
15



subsequente a ele, Davie eRatnoff(1964) publicaram sobre o mesmo tema na Science
(Riddel et al., 2007).

VIAINTRINSECA

|£alicreina | ’P:'é—calicreina |

/_< VIA EXTRINSECA

FXI FXI
[ ] e ] ]
o N
[Fx | [Fxa | J
Lesdo
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:PLvl’_a':

VIA COMUM

Protrombina (FIlj Trombina

Fibrinogénio

FxIlla

Coagulo de Fibrina

Figural. O modelo classico da cascata da coagulacdo sanguinea. Representacdo das

vias intrinseca e extrinseca da coagulacgdo. Figura original.
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1.2.1. Aviaintrinseca

A via intrinseca consiste em uma série de reacdes dos fatores da coagulacdo. Essa
rota envolve os Fatores XII, X1, VIII, IX, X e V, protrombina e fibrinogénio. Ela se inicia
quando a proteina plasmatica FXII (Fator Hageman) é ativada (FXIla) pelo contato com
uma superficie carregada negativamente, e culmina na geracdo de fibrina a partir de
fibrinogénio e formacéo de uma rede de fibrina(Broze, 1995). Como a via depende de um

fator circulante (Fator XII), ela ocorre de forma mais lenta.

O FXII € ancorado a superficie com o auxilio de um cofator, o cininogénio de alto
peso molecular (HMWK- high molecular weightkininogen). Quando uma quantidade
significadtiva de FXlla se acumula, este faz a conversdo de pré-calicreina em calicreina,
usando o HMWK como ancora e estacalicreina estimula a ativagdo do prdprio FXII. O
FXII ativado cliva o FXI em FXla, que, por sua vez ativa o FIX(Di Scipio et al., 1978). O
FIX ativado, em conjunto com o FXa e a trombina clivam o FVIII para sua forma ativa,
que serd um co-fator para a proxima reacao.

O FIXaforma o complexo tenase ao se juntar como FVIlla, Ca?* e fosfolipideos
carregados negativamente (constituintes das membranas celulares). Este complexo(Autin
et al., 2005; Bloem et al., 2013) ativa 0 FX e este liga-se ao FVa e tem atividade de
protrombinase, convertendo a protrombina em trombina, que age gerando fibrina a partir
de fibrinogénio (Riddel et al., 2007).

1.2.2. Avia extrinseca

O termo via extrinseca é usado para descrever a resposta in vivo a lesdo tissular.
Nesta via, o fator X é ativado diretamente pela interacdo entre o FVII, FT e Ca®". A rota
envolve o FT (um fator ndo circulante presente nas superficies celulares), FVII, FX, FV,
protrombina e fibrinogénio. Ocorre a formagdo de um complexo enzimatico envolvendo o
FT e o FVlla (localizado fora do vaso sanguineo) que ativa FX, e este, por sua vez, liga-se
ao fator V (um cofator) e € ancorado na presenca de ions de calcio a superficie da
membrana, gerando o complexo protrombinase(Schenone et al., 2004). Este complexo
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converte protrombina em trombina que, por sua vez, leva a formacdo de um coégulo pela

conversao de fibrinogénio em fibrina (Butenas e Mann, 2002).

1.2.3. Via comum

Quando o FX foi ativado, seja pela via intrinseca, extrinseca, ou ambas, a
protrombina é ativada e passa a ser chamada de trombina. Essa reacdo ocorre na presenca
de Ca *2, FV e fosfolipideos. A trombina pode catalisar a formagdo de mais trombina a
partir de protrombina, bem como a formacao dos co-fatoresFVa e FVIlla, resultando em
uma amplificacdo da coagulacdo. A trombina leva a formacdo de fibrina a partir de
fibrinogénio, que também ativa o fator XIlIl, o qual estabiliza o codgulo. O processo
termina quando ocorre a aglutinacdo de plaquetas e células como os eritrocitos, formando
um coagulo que bloqueia o extravasamento de sangue (Broze, 1995; Schenone et al.,
2004).

Quanto as proteinas plasmaticas relacionadas com a coagulacdo, estas podem ser
classificadas em grupos. Ha um primeiro conjunto onde estariam as proteinas que
promovem a formagdo da rede de fibrina: cofatores como o FVII e o FV, proteinas
estruturais (fibrinogénio) e pro-enzimas (FXI, protrombina). Outro grupo apresenta
proteinas reguladoras, que modulam e localizam a formacdo do coagulo a regido lesada:
sdo os inibidores de protease (ex: antitrombina Ill) e enzimas que inativam componentes
pré-coagulantes (ex: proteina C ativada). Ha também um dltimo conjunto envolvendo
proteinas fibrinoliticas, que dissolvem a rede de fibrina; sdo enzimas e inibidores de

proteases (Salzano, 1990).

Cabe ressaltar que a via intrinseca e extrinseca se entrecruzam fazendo a
complementacdo uma da outra (Bolton-Maggs e Pasi, 2003) (Figura 1). Estudos recentes
indicam que o modelo da cascata da coagulacdo sanguinea, pode ser considerado como
ultrapassado se observado sob a luz da fisiologia da coagulacdo, pois apresenta barreiras
para sua aplicagéo in vivo(Becker, 2005). Porém, se considerarmos testes laboratoriais de
coagulacdo realizados in vitro, o sistema baseado nas duas vias possui uma grande
utilidade. O diagndstico de alteracfes hemostaticas utiliza essas duas vias da cascata da
coagulacdo, para inferir o TP (tempo de protrombina) e o TTPA (tempo de tromboplastina
parcial ativado) por meio de testes, que avaliam respectivamente a via extrinseca e
intrinseca(Davie e Ratnoff, 1964).
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1.3.0 Modelo Celular da Coagulagdo Sanguinea

Muitos trabalhos tém demonstrado mecanismos pelos quais as células influenciam
0 processo de coagulacio. E conhecido que os fatores protéicos da coagulacdo sanguinea
direcionam e controlam o processo, com as células servindo primariamente como
provedoras de fosfatidilserina, e formando a superficie na qual os complexos

procoagulantes se ancoram (Hoffman, 2003).

Outros trabalhos propdem modelos nos quais a coagulacdo sanguinea é regulada
pelas propriedades da superficie celular. Estes enfatizam a importancia de receptores
celulares especificos para as proteinas da coagulacdo, onde células com 0o mesmo contetido
de fosfatidilserina podem executar diferentes fungfes no processo de hemostasia, de
acordo com os receptores de superficie(Becker, 2005).

Em 2001, foi sugerido o Modelo Celular de Coagulacdo Sanguinea para melhor
representar o que ocorre in vivo durante o reparo de uma lesdo endotelial. Este novo
modelopostula que o processo ndo ocorre como uma cascata, mas Sim em estagios
sobrepostos de iniciacdo, amplificacdo e propagacdo (Hoffman e Monroe, 2001)(Figura
2).

Essas trés etapas do modelo ocorrem na superficie de diferentes células. A iniciacéo
acontece na superficie de fibroblastos com o fator tissular (TF)(Wilcox et al., 1989). A
partir de um estimulo em favor da coagulacdo, os fatores Xa, IXa e a trombina sdo
formados, com a finalidade de iniciar o processo de coagulacdo. O estimulo inicial
(ativacdo) é direcionado para as plaquetas e elas vao tornar-se ativadas pelo processo de
amplificagdo. As plaquetas sdo aderidas, ativadas e passam a acumular co-fatores ativados
em suas superficies. A etapa de propagacao ocorre pela superficie ativada dessas plaquetas,
qguando osco-fatores ativados anteriormente se combinam com proteases ativas na
superficie plaquetaria. A atividade desses complexos pré-coagulantes leva a uma alta na
concentragdo de trombina, resultando na polimerizagéo de fibrina.

Existem muitos recursos que objetivam evitar uma coagulacdo impropria, entre

eles: (a) a inativacdo e a propagacdo ocorrem em diferentes superficies celulares; e (b) os
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inibidores plasméticos de proteases afetam as reacdes nas superficies celulares inibindo

proteases ativas difundidas no plasma.

INICIACAO _
Fibroblasto
Endotélio

—3

| |
Ex FT FIX
F\Va FVila Q_)
I\\_ FlXa
FXa
Protrom

| | \l | | | J

AMPLIFICACAO
Fu\W

( 1 1 J
FyW/FVII Trombina

\ FVilla \Fv-a Fxla P

Plaqueta
| | [ [ | | ]

PROPAGACAO P

— [ I )

FIX Trombina

FX Trombina
3 FIXa Q_) Trombina
FVilla FXa Trombina

F\Va

Plaqueta
ativada
L | | | | | J

Protrombina

Figura 2. O modelo celular da coagulacdo sanguinea. Representacdo das etapas de
iniciacdo, amplificacéo e propagacao. Figura original.
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1.3.1. Iniciacéo

A coagulacdo é iniciada pelo fator tissular (FT), queconsiste em uma proteina
integral de membrana, ndo tendo relagdo estrutural comoutras proteinas da coagulacao,
mesmo estando presente na estrutura da membrana onde esses fatores sdo sintetizados. A
iniciacdo e a propagacdo ocorrem em superficies de celulares distintas, 0 que possibilita

uma regulacéo mais fina.

Quando ocorrem rompimentos na parede, o plasma entra em contato com o FT que
esta ligado a células extra vasculares. O FVII acopla-se ao FT e é rapidamente ativado por
proteases, que podem ou ndo estar associadas ao processo de coagulacdo (McMichael,
2012). A aproximac&o do complexoFVI1a/TF a superficie ativada das plaguetas é um passo
chave no inicio da coagulacdo. Tal complexo leva a ativacdo de pequenas quantidades de
FX e FIX. O FXa pode ativar o FV plasmatico e algumas outras proteases celulares ndo

envolvidas diretamente na coagulacdo sanguinea (Hoffman e Monroe, 2001).

1.3.2. Amplificagéo

A amplificacdo da coagulacdo acontece na superficie das plaquetas(Hoffman e
Monroe, 2001; Roberts et al., 2004). As plaquetas séo ativadas pela trombina e passam a
liberar o Fator V. O complexo Fator VIII/ FYW acopla-se aos receptores que foram
expostos nas plaquetas, sendo entdo clivado e levando a ativacdo do FVIII e liberacdo do
FvW(Federici, 2003) . Enquanto o FVIII se mantém ligado as plaquetas, o FvW promove a
adesdo plaquetaria no subendotélio, simultaneamente ao processo de coagulacdo. A
trombina também é responsavel por ativar o FXI na superficie plaquetaria(Huntington,
2005), que por sua vezativa quantidade maior de FIX, também nas plaquetas (Gailani,
2000). Deve ser também mencionado que uma pequena parcela de FIX j& havia sido

ativada durante a iniciacdo do processo.
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1.3.3. Propagagcéo e finalizagéo

Com todos os elementos ativados, ocorre a ligagdo dos co-fatoresVlIlla e Va nas
plaquetas, e em seguida, a ligacdo das suas enzimas correspondentes, Fator IX ativado
(FIXa) e FXa. O complexo tenase consiste em um sistema de ativacdo do FX, onde o
FVIlla esta acoplado com o FIXa. O FVIII age como um catalisador que aumenta a

ativacdo do FX pelo FIXa.

O FXa, juntamente com seu co-fator (FVa) forma o complexo protrombinase na
superficie fosfolipidica das plaquetas ativadas.Esse complexo gera trombina a partir de
protrombina(Versteeg et al., 2013). A trombina cliva os dimeros de fibrinogénio nas
extremidades terminais das cadeias o e B, liberando osfibrinopeptideos A e B que formam
um mondémero de fibrina capaz de auto-associacgdo, levando a formacdo de um coagulo de
fibrina. Ocorre a estabilizacdo do coagulo por ativacdo do fator XIII, na presenca de ions
de calcio (Hoffbrand, Pettit e Moss,2001); (Butenas e Mann, 2002).

1.4.0 fator IX da coagulacéo

O Fator IX € sintetizado nos hepatdcitos como uma proteina precursora, com 461
aminoacidos e 57 kDa, que sofre processamentos po-traducionais, como a remocao da
sequéncia sinal e do pré-peptideo, que sdo clivados em reacdes separadas antes da secrecao
para a circulacdo. Falhas na remocdo dessas seqliéncias podem resultar em proteinas nao
funcionais (Green et al., 1989).

Na circulacdo, o fator IX estd presente com uma cadeia de 415 aminoacidos e
massa molecular de 55 kDa. A concentracdo do FIX em um plasma ndo deficiente é de
aproximadamente 5Sug/mL. Na circulagdo, a proteina madura (zimogénio da serino-
protease), tem sua ativacao proteolitica via complexo FVI1a/FT ou Fator XI ativado (FXla)
de acordo com o modelo celular da coagulagdo sanguinea, resultando na sua forma ativa
(FIXa) (Schmidt e Bajaj, 2003).

Uma representacao esquematica da relacdo gene — proteina é apresentada na Figura
3. O primeiro éxon do F9 codifica uma seqliéncia sinal (pré-peptideo) que leva a liberacéo

do FIX do hepatocito (Bowen, 2002). O pré-peptideo direciona a proteina do reticulo
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endoplasmatico para o complexo de Golgi. Esse peptideo sinal, quando traduzido, leva a
ligacdo do ribossomo com a superficie do reticulo endoplasmatico, onde a traducéo €
continuada apds a clivagem deste pré-peptideo por uma peptidase sinal, uma enzima
conhecida como PACE/furina (pairedbasic amino acidcleavingenzyme) que comanda a

retomada da traducdo e produgdo de uma proteina totalmente funcional (Bristol et al.,
1996).

Gene do FIX M
(34 kb) I [I I ” L . I_r
E5

El E2 E3 E4 E6 E7 E8
RNAm
5'UTR  Sequéncia codificadora do fator IX + codon de parada 3'UTR
(29nt) (1383 nt) (1390 nt)
1 29 47 93 130 172 192 227
28 46 92 129 17 191 226 461
K/ Remogiio do Pré-peptideo
Sitio de clivagem da protease

Sitio de
reconhecimento
da carboxilas Substrato para a carboxilagio

Modificac¢des pos-traducionais
Ligacio ao FT no complexo FIX/FT/FVIla

N Ligacdo a fosfolipideos  Clivagem pelo FT/FVII ou FXla
Remocio do
Pro-peptideo

FIX mi:d!.ll'o EGF1 | EGF2
(zimogénio)

= Orientagiio correta dos dominios Liga¢io do FVIII Reconhecimento,
Remocgio do

N P EGF?2 e Serino-protease para recrutamento
Peptideo de ativagio ligacao do FVIlIa e ativagio do FX
l S——S§
FIX ativado L .
(FIXa)

Figura 3. Fases do FIX: do gene a ativacdo. Representacdo das etapas de transcricao,

traducdo e modificacbes pos-traducionais que o FIX sofre até tornar-se ativado. Figura
original.
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O éxon 2 codifica toda a seqiiéncia do pré-peptideo e a maior porcdo do dominio
GLA (Vitamin K-dependentcarboxylation/gamma-carboxiglutamic). O pro-peptideo
juntamente com o dominio GLA, forma o sitio de reconhecimento da y carboxilase, uma
enzima dependente de vitamina K, responsavel pela modificacdo pos-traducional dos 12
primeiros residuos de acido glutdmico (Glu) do dominio GLA no peptideo maduro. Essa
carboxilagdo converte o &cido glutdmico em acido y carboxiglutdmico, que é necessario
para a interacdo do fator IX com fosfolipideos e células endoteliais (Bentley et al., 1986;
Chavali et al., 2011).

Ap0s a y carboxilacdo dos residuos, que acontece antes da secrecdo do FIX, ocorre
a separacdo do pro-peptideo com relacdo ao FIX maduro, por meio de clivagem realizada

por uma peptidase especifica.

O dominio GLA liga-se a superficie das plaquetas por meio do Ca 2*, iniciando a
ativacdo (Green et al., 1989). Ele compreende uma sequéncia da tirosina (Tyr) 47 ao acido
glutdmico (Glu) 92 e sua principal funcéo é ancorar e concentrar o fator da coagulacéo na
membrana ativada via pontes de Ca?*(Z6gg e Brandstetter, 2009). O éxon 3 codifica a
parte final do dominio GLA (Harlos et al., 1987).

O quarto e o quinto éxons codificam os dominios EGF (epidermalgrowthfactor—
fator de crescimento epidérmico). Existem dois dominios EGF que juntos abrangem do
aminoacido 93, um &cido aspartico, ao residuo na posicdo 191, uma arginina. A regido
amino-terminal dos dominios EGFliga-se ao Ca*?, criando uma interface que permite
interacdes de ligacdo (Handford et al., 1990). A capacidade de incorporacdo do FIX ao
complexo tenase (FVIlla/ FIXa) e sua ligagdo ao FVIlla e FX s&o determinadas nestes
dominios EGF (Chavali et al., 2011; Venkateswarlu, 2014).

O dominio EGF do tipo B (EGF1) contém inUmeros residuos de aminoécidos,
incluindoAsp93, Asp 95, Asp 110e GIn96, que estdo envolvidos na ligagdo de alta afinidade
com o calcio. O residuo Asp110 sofre uma modificacdo pds-traducional por B-hidroxilagéo
do 4&cido aspartico (Stenflo et al., 1987; Handford et al., 1990) enquanto que 0s
aminoacidos Ser 99 e Ser 107 sofrem glicosilagdo. Ja o dominio EGF do tipo A (o0
segundo deles), consiste em uma regido que possui afinidade para interagir com o FVllla
(fator VIII ativado), que funciona como co-fator do FIX. Além disso, este dominio

contribui com a ligacdo do FIX as plaquetas (Chavali et al., 2011).
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O peptideo de ativacdo e uma parte N-terminal do dominio serino-protease séo
codificados pelo sexto éxon. Essa regido leva ao reconhecimento e recrutamento do
complexo FVIIa/FT ou FXI que determinam a clivagem do peptideo de ativacdo. O
peptideo clivado possui aproximadamente 35 residuos de aminoacidos, da alanina 192 até
a arginina 226, que sdo removidos na ativacdo do zimogénio daserino-protease (Green et
al., 1989).

Este dominio é rico em glutamato e aspartato e possui trés modificagdes pos-
traducionais descritas como principais: a sulfatacdo do residuo201, uma tirosina, N-
glicosilagdo nos residuos 203, 213 e 218, todos de asparagina, e a fosforilacdo do residuo
204 de serina(Makino et al., 2000). Com essas alteracdes, 0 zimogénio fica preservado de

ativacdes e clivagens antecipadas e torna-se soluvel.

A ativacdo proteolitica ocorre pela clivagem em duas regides (Arg'®- Alal® e
Arg??6- Val??"), correspondentes as margens do peptideo de ativacdo que abrange do
residuo na posicdo 192 até a posicdo 226. Com a remocdo do peptideo de ativagdo, o FIXa
forma duas cadeias unidas por uma ponte dissulfeto(Schmidt e Bajaj, 2003): uma cadeia
leve que abrange do residuo 47 ao 191, e uma cadeia pesada que vai do residuo 227 ao
461. A ponte dissulfeto que liga a cadeia leve a cadeia pesada situa-se entre o residuo 178

do dominio EGF2 e 335 do dominio serino-protease.

Os éxons 7 e 8 codificam o dominio serino-protease, que abriga uma triade: His
267, Asp315, Ser41l, altamente conservada em todas as serino-proteases (Lillicrap, 1998;
Mahajan et al., 2004). Outros residuos neste dominio devem contribuir como sitios de
ligacdo do FIX com o FX e com o seu co-fator, o FVIlla(Green et al., 1989). Esse dominio
esta envolvido na clivagem proteolitica do FX em FXa. Essas regifes que estdo envolvidas
como substrato ou parte enzimatica da catalise do FIX séo as que possuem altas taxas de
mutacdes detrimentais(Chavali et al., 2011).

Ap0s as modificacdes pos-traducionais(Arruda et al., 2001) (Figura 4) e ativagéo, o
FIX apresenta quatro dominios, bem como outras proteinas da cascata da coagulacdo que
sdo dependentes de vitamina K, como o FX (Orlova et al., 2012). Na cadeia leve estdo
presentes o dominio Gla, EGF1 e EGF2 (fator de crescimento epidérmico 1 e 2), enquanto
que na cadeia pesada esta presente o dominio serino-protease (Schmidt e Bajaj, 2003).

A Figura 5 mostra um modelo da estrutura tridimensional do FIX ativado, com o
dominios GLA, EGF1, EGF2 e serino-protease.

25



$O o Uind
IE"gla EGF1{EGF2 || PA/[ Protease
Xe)

+

@ pontos de clivagen @ gama-carboxilagdo ) fosforilacdo

T O-glicosilagido + beta hidroxilagdo

? N-glicosilagdo A sulfatacdo

Figura 4.ModificacBes pds-traducionais do fator 1X. Representacdo esquematica da estrutura
proteica do FIX, com suas modifica¢cBes pos -traducionais. Os dominios estdo esquematicamente
representados como S-> Peptideo sinal ou Pré-peptideo; P> Pro-peptideo; Gla-> dominioGla;
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Figura 5. A estrutura do eixo principal do FIX ativado. Representacdo dos dominios GLA,
EGF1, EGF2 e Serino-protease, presentes no FIX ativado, ap6s a clivagem do peptideo de ativacao.
A imagem mostra regides de alfa hélice (vermelho), folhas beta (azul escuro), filamentos(verde),
voltas(azul claro). Em cinza, estd a triade catalitica His267-Asp315-Ser411. Adaptado de
Rallapalli et al(2013).
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1.5.0 gene F9

O gene do FIX esta localizado no braco longo do cromossomo X, na banda Xq27.1
(Camerino et al., 1984). Ele foi clonado por diversos grupos entre 1982 e 1983. O F9
possui 34kb e esta organizado em 8 éxons que codificam os dominios proteicos do FIX
(Chance et al., 1983; Anson et al., 1984).A regido reguladora 5’ do gene ndo tem a
sequéncia consenso TATA Box e nem o elemento de iniciagdo. Embora nédo haja consenso
sobre o assunto, 0 maior sitio de inicio da transcricdo parece ocorrer 29 nucleotideos a

montante (upstream) do inicio de traducdo (Lillicrap, 1998).

Se comparado ao F8, o gene do fator IX é consideravelmente menor e
estruturalmente mais simples. O transcrito possui um comprimento de 2.802
bases(Yoshitake et al., 1985) e compreende uma pequena regido 5" ndo traduzida (29
bases), uma fase de leitura somada ao cddon de parada (1.383 bases), e uma regido 3" ndo
traduzida com 1.390 bases (Anson et al., 1984). Esta regido inclui a sequencia de clivagem
AATAAA, 15 nucleotideos a montante da cauda de poli-A.

O quadro de leitura aberta (open reading frame) codifica os dominios de Preé-
peptideo e de Pro-peptideo. O Pré- peptideo, ou seqiiéncia sinal, direciona o fator IX para a
secrecdo, enquanto o Pré-peptideo oferece um dominio de ligacdo para a carboxilase
dependente de vitamina K. Esta enzima carboxila residuos de acido glutdmico no dominio
GLA adjacente. O restante representa o zimogénio do FIX, o qual entra na circulagdo
sanguinea ap6s a remocao do Pré-peptideo e do Prd-peptideo (Anson et al., 1984). Os

dominios do zimogénio sdo identificados de acordo com a sua estrutura e funcao.
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1.6.Hemofilia B

As coagulopatias hereditarias sdo disturbios que levam a alteracfes na hemostasia,
devido a alguma deficiéncia qualitativa e/ou quantitativa de um ou mais fatores da
coagulacdo sanguinea. Em sua maioria, essas doencas genéticas tém heranga autossémica
recessiva, poucas sendo autossomicas dominantes ou recessivas ligadas ao X. Entre essas
coagulopatias, aquelas de maior prevaléncia sdo a hemofilia A, a doenca de Von
Willebrand e a hemofilia B(Peyvandi et al., 2006).

A hemofilia B, também conhecida como doenca de Christmas, é uma coagulopatia
de heranca recessiva ligada ao cromossomo X (Brunetti-Pierri et al., 2009; Rezende et al.,
2009). Esta doenca hemorragica é caracterizada por anormalidades no gene (F9) que
codifica o fator IX da coagulacdo sanguinea(Bertina e Veltkamp, 1978). Esta deficiéncia
leva a dificuldade de produzir adequadamente um codgulo estavel ap6s dano tecidual
(Rezende et al., 2009; Dunn, 2010). Sua frequéncia é de um a cada 30.000- 40.000
nascimentos no sexo masculino, com uma prevaléncia cerca de cinco vezes menor que a da
hemofilia A, que representa cerca de 80% dos casos(Casafa et al., 2009). Em 70% dos
casos a transmissdo da hemofilia ocorre através de mées portadoras para individuos do
sexo masculino. Nos 30% restantes, a doenca € originada a partir de mutagdes de novo,
esporadicas. Em funcdo do tipo de transmissédo, filhas de homens com hemofilia seréo

portadoras obrigatorias.

A existéncia de duas formas de hemofilia foi sugerida a partir de um estudo de
ligacdo entre a cegueira para cores e a hemofilia. A partir desta abordagem, Rosemary
Biggs desenvolveu estudos em Oxford e confirmou a existéncia de dois tipos de hemofilia,
A e B. O paciente numero 1 do estudo tinha o sobrenome “Christmas” e com isso a
condi¢do de hemofilia B foi conhecida também por “doenga de Christmas” (Lillicrap,
1998).

Os fatores determinantes para a manifestacdo da hemofilia A (FVII1I) e da hemofilia
B (FIX)participam da mesma rea¢do na via intrinseca da hemostasia e as manifestagdes
clinicas dessas doengas genéticas sdo muito semelhantes (Lillicrap, 1998). A deficiéncia ou
disfungédo de qualquer um desses fatores compromete a ativacdo do fator X e os passos

seguintes da cascata da coagulacdo. Assim, a base bioquimica que leva as hemofilias é uma
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insuficiéncia do complexo tenase. As duas condi¢Oes sdo clinicamente similares por
perturbarem o mesmo passo essencial no processo de geragédo de fibrina (Bowen, 2002).

A gravidade dos sangramentos hemorragicos estd relacionada a magnitude da
deficiéncia do fator da coagulagéo. De acordo com a atividade residual do FIX, a hemofilia
B é classificada em grave, moderada ou leve (White et al., 2001). Individuos com um
quadro grave apresentam a atividade do fator IX menor ou igual al% do normal; enquanto
que aqueles com deficiéncia moderada possuem atividade do fator IX entre 1-5%, e
aqueles individuos com um quadro leve de hemofilia B tem a atividade entre 5-40%
(Chavali et al., 2011).

O nivel de atividade do fator influencia no quadro clinico dos pacientes. Quanto
mais graves, maior a propensao a sangramentos espontaneos, o que geralmente ndo ocorre
em pacientes leves, 0s quais costumam ter apenas sangramentos pos-traumaticos (Lillicrap,
1998). Foi verificado, porém, que 60-70% dos individuos portadores de hemofilia B
desenvolvem formas graves ou moderadas (Nerich et al., 2008), embora essas proporcdes

néo estejam ainda bem estabelecidas.

O conhecimento das bases moleculares que levam a hemofilia B aumentou nas
ultimas décadas a partir da clonagem e caracterizacdo do gene do fator 1X em 1982. Com
ISS0, novas pesquisas surgiram e estdo contribuindo para descrever a condi¢do. Segundo a
literatura, a gravidade do fendtipo tem relacdo com o tipo e a posi¢do das mutacdes. As
mutacgdes que levam a hemofilia B incluem mutagdes de ponto (sem sentido e de sentido

trocado), delecdes, insercdes e defeitos de processamento (Nakamura et al., 2015).

1.6.1. Mutagdes no F9 e a hemofilia B

A hemofilia B é causada por variantes (mutacdes) no gene F9. Existe uma grande
heterogeneidade clinica nesta desordem devido ao fato de existirem cerca de 1095
mutacgOes diferentes que levam a esta condicdo. Diferentes mutagOes estdo presentes em
todos os éxons do fator IX. Conseqlientemente existem alteracdes de aminoacidos que

estdo registradas como causas da hemofilia B em todos os dominios do Fator 1X.
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Existem variantes presentes em 336 (73%) dos 461 residuos da proteina (Figura 6).
De acordo com o banco de dados do FIX, existem 1113 mutagdes que resultam na
hemofilia B, nas formas grave, moderada e leve. Entre essas 1113 variantes, a maioria
corresponde a mutacdes de ponto (812/1113= 73,0%) e delecbes (182/1113= 16,3%). E a
menor porcentagem se apresenta em duplicacdes (0,4%) (Tabela 1)mostra os tipos de
mutacdes e suas frequéncias na hemofilia B. Quanto as mutacfes de ponto, 112 (13,8%)
ocorrem em introns ou regides UTR (untranslatedregions- regides ndo traduzidas); 86
(10,6%) sdo mutacBes sem sentido (nonsense); 10 correspondem a mutacdes silenciosas

(1,2%); e a maioria (604/812= 74,4%) sdo mutagdes de sentido trocado (missense).

MORVNMIMAE SPGLITICLL GYLLSAECTV FLDHENANKI LNRPKRYNSG
KLEEFVQGNL ERECMEEKCS FEEAREVFEN TERTTEFWKQ YVDGDQCESN 10
PCLNGGSCKD DINSYECWCP FGFEGKNCEL DVTCNIKNGR CEQFCKNSAD 15
NKVVCSCTEG YRLAENQKSC EPAVPFPCGR VSVSQTSKLT RAETVFPDVD 46
YVNSTEAETI LDNITQSTQS FNDFTRVVGG EDAKPGQFPW QVVLNGKVDA )
FCGGSIVNEK WIVTAAHCVE TGVKITVVAG EHNIEETEHT EQKRNVIRII 3
PHHNYNAATN KYNHDIALLE LDEPLVLNSY VTPICIADKE YTNIFLKEGS >
GYVSGWGRVF HKGRSALVLQ YLRVPLVDRA TCLRSTKFTI YNNMFCAGFH 10
EGGRDSCQGD SGGPHVTEVE GTSFLTGIIS WGEECAMKGK YGIYTKVSRY )
VNWIKEKTKL T

IDENTIFICACAO DOS DOMINIOS: GLA - EGF1 -- EGF2 -- Serine Protease

Figura 6: Mapa das mutacfes de ponto nos residuos do FIX. Esquema ilustrando os 461
residuos do FIX: emvermelho, residuos onde estdo descritas mutacGes de ponto. As tarjas
representam dominios presentes no FIX ativado: em rosa, 0 dominio GLA; em laranja, EGF1; em

azul, EGF2; e em amarelo; Serino-protease. Adaptado de Rallapali et al. (2013)
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Tabelal.Frequéncia dos tipos de mutagdo no F9.

Frequéncia com relaciio ao

Tipo de mutacio Numero de ocorréncias total de 1113 (%)
Complexas 5 0.50%
Pontuais 812 73%
Delegoes 182 16,30%
Duplicagdes 4 0.40%
Indels 17 1.50%
Insercoes 39 3,50%
Polimorfismos 54 4,80%

Fonte: (Rallapalli et al., 2013)

De maneira geral, as mutacfes parecem ter uma distribuicdo uniforme entre os
dominios EGF1, EGF2 e Serino-protease, porém sdo menos frequentes no dominio GLA.
Algumas mutacgdes estdo presentes nos introns (137=12%), e cerca de 2% das mutagdes
afeta tanto éxons quanto introns. Mutacdes que alteram a fase de leitura (frameshift) estdo
presentes em 198 casos; destas 141 ocorrem como delecbes; 38 como inser¢bes; 11 como
indels; 3 como duplicacdes e 5 sdo complexas. Mutacdes silenciosas (sindbnimas) podem
ser neutras tanto do ponto de vista clinico, quanto em termos de funcionalidade da
proteina; 10 diferentes mutacBes silenciosas foram encontradas em pacientes com
fendtipos de leve a grave. A Tabela 2 mostra a distribuicdo de 1093 mutacdes no F9. As
20 mutacdes que ocorrem simultaneamente em éxons e introns (correspondem a 1,8% do

total de 1113 mutacGes) ndo estdo representadas na tabela.

Dos 24 residuos de cisteina presentes na molécula do fator 1X, 22 estdo envolvidos
na formacdo de pontes dissulfeto. Existem 11 pontes cisteina-cisteina colaborando com a
estabilidade da estrutura do FIX. A primeira ponte ocorre no dominio GLA, entre 0s
residuos 64 e 69; outras trés ocorrem no dominio EGF1, entre os residuos 97-108, 102-
117, e 119-128; trés em EGF2 (134-145, 141-155, e 157-170); e no dominio Serino-
protease tambeém ocorrem 3 pontes (252-268, 382-396, e 407-435); ainda existe uma ponte

entre a cadeia leve e a cadeia pesada, que envolve os residuos 178 e 335.
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Tabela 2. Distribuicio das mutacoes descritas no banco de dados do FIX.

Mutacoes Total
Regiio N %4 N
5UTR 28 25 13
3UTR 5 0.5
Exon 1 38 34
Exon 2 119 10,7
Exon 3 15 1.3
E-.I{Dﬂ 4 58 B 023
Exon 5 06 8.6
Exon 6 88 7.0
Exon 7 67 6
Exon § 412 37
Intron 1 27 2
Intron 2 25 22
Intron 3 14 1.3
Tntron 4 20 26 137
Intron 5 13 1.2
Intron 6 20 1.8
Intron 7 0 0.8
Total 1003 08.2 1093

Fonte: (Rallapalli et al., 2013).

A Tabela 3 mostra a distribuicdo das mutacbes descritas no banco de dados da
Hemofilia B, considerando centros e laboratorios entre os paises. O pais com o maior
namero de mutagdes no banco de dados foi o EUA (658), seguido da Alemanha (435),
Reino Unido (387), Franca (218), China (174), Italia (173) e india (155). Os demais paises
tém o numero de mutacOes registradas no banco de dados inferior a 100, sendo que 11

paises tém esse numero menor que 20, incluindo o Brasil que reportoucom apenas 12
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variantes. As informagdes sobre mutagfes no banco véo de encontro com a realidade no

caso do Brasil. Ele é o terceiro pais em numeros de casos de individuos com hemofilia B

(Tabela 4), parecendo estar mal representado em termos de analise de mutagdes (n=12).

Tabela 3. Parses com casos registrados na Heemophilic B Mutarion Database.

Par:es

Numero de mutacoes descritas

Sem registro de pals

Argenting
Ansmalia
Brasil
Canada
China
Dinamarca
Frangs
Alemanha
[ndia
Irlanda
Iralia
Japao
Jordanda
Malasia
Meaxico

Holanda

=
=
L= 14

Porcentagem

(%0}

26,8

55 1.4
2 1,0
12 0.3
42 1.1
174 4.4
32 0.8
218 5.8
11,7

155 4.1
14 0.4
73 4.4
34 0.8
10 .
15 0.4
o 0.2
15 0.4

=
Es
P
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Nova Zelandia I 32 0.8
Paquistio I 15 0.4
Portugal | 13 0.3
Coréia do Sul | 33 0.8
Espanha i 67 1.8
Suécia I 37 1.0
Suica | 1 <1.0
Taitwan I 20 0.5
Tunisia I 17 0.4
Turquia I 40 1.0
Reino Unido | 387 104
Estados Unidos ] 658 17.7
Total 3713

Fonte: (Rallapalli et al., 2013)

Tabela 4. Nimero de individuos relatados nos paises com maior
ocorréncia de casos de hemofilia

Paises Hemofilia B Hemofilia A
Estados Unidos 4421 14175
India 2127 14508
Brasil 1945 9912
China 1787 11837
Reino Unido 1450 6390
Franca 1267 5581
Ira 1071 4944
Japao 1064 4986
Egito 1062 4358
Russia 992 5801

Fonte: (World Federation of Hemophilia, 2016)



A partir de uma pesquisa bibliogréfica, foi constatado que até o presente momento
apenas um estudo foi publicado sobre a hemofilia B no Brasil. Neste estudo (Figueiredo,
1993) foram descritas pela primeira vez duas grandes delecdes e uma mutacdo sem sentido.
As delecBes envolvem a perda do gene inteiro e delecdo do éxon 1 ao éxon3, e a mutagédo
sem sentido corresponde a p.Arg298*. Outros pesquisadores brasileiros também estudaram
mutaces no gene do FIX, porém ndo publicaram os resultados. O estudo mais recente
descrevendo uma populacdo na América Latina € de 2013 e descreve pela primeira vez a
populacdo com hemofilia B na Argentina (Radic et al.,, 2013). Foram analisadas 55

familias, onde foram detectadas 47 mutacGes, 10 delas encontradas pela primeira vez.

1.7.Relacdo estrutura-funcéo: Bioinformatica estrutural

A genética humana enfrenta um grande desafio: a analise de implica¢Ges funcionais
de mutacdes. Considerando mutacGes de sentido trocado, muitas vezes elas sao alteracfes
altamente patogénicas, e outras vezes podem se mostrar indcuas, o0s chamados
polimorfismos. A maioria das variantes que ocorrem no gene F9 sdo mutaces de
sentidotrocado. Para as doencas genéticas onde uma variante pode determinar a perda da
funcionalidade normal ou mesmo interferir em uma via, como € o caso da hemofilia B,
estudos para encontrar meios de entender os mecanismos que levam a condicéo,
relacionando genotipo-fendtipo e estrutura-funcdo, tornam-se essenciais. Andlises in silico
vém apresentando contribui¢des importantes nos campos do impacto das mutacGes na

estrutura das moléculas.

Compreendendo o efeito que uma mutacdo tem na proteina, é possivel melhorar
analises de sua funcdo e de interagcbes com outras estruturas, bem como estabelecer
relagcbes de causa e efeito entre a mutacdo, estrutura alterada e quadro clinico. Analises
cristalogréficas e o progresso que acontece no desenvolvimento de softwares que realizam
modelagem molecular e predi¢des de estrutura tém contribuido para elucidar os efeitos que
as mutacdes exercem na proteina (Mertens et al., 1999). Metodologias de modelagem por
homologia a partir de estruturas ja cristalografadas, podem trazer novos entendimentos

sobre mutacdes ja descritas.
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Além de métodos in silico que envolvem a modelagem estrutural, também existem
ferramentas que funcionam para fazer a predicdo do dano que pode ser gerado por
mutacdes. Muitas dessas ferramentas sdo alimentadas por bancos de dados, que séo
curados e atualizados, para uma melhor acuracia. O numero de ferramentas que predizem
impactos de mutacdes em estruturas tem aumentado bastante, e por utilizarem algoritmos
diferentes levam a interpretacGes diferentes. Portanto, € importante que sejam utilizadas

ferramentas variadas pararealizar a predicdodosimpactos das mutacdes.

1.8.0Dbjetivos

1.8.1. Objetivo geral

O presente estudo visa a deteccdo de mutacdes no DNA de pacientes com hemofilia
B do Rio Grande do Sul, analisando o papel destas mutagdes na determinagédo da condicéo,
verificando alteracdes na estrutura e no potencial eletrostatico do Fator IX. As mutagdes
geralmente estdo associadas a um determinado fendtipo clinico, o que torna importante a
sua caracterizacdo para compreender mecanismos de patogénese através da identificacdo

de regides funcionalmente importantes e estruturas essenciais.

1.8.2. Obijetivos especificos

a) Relacionar os tipos de alteragdes encontradas no gene F9 com a prevaléncia
de mutacdes ja descritas.

b) Realizar associacdes entre as mutacdes encontradas e o quadro clinico

apresentado pelos pacientes.

C) Relacionar estrutura e funcdo das variantespor meio da Bioinformatica
Estrutural.
d) Melhorar a qualidade e a quantidade de informag6es sobre a hemofilia B no

Rio Grande do Sul, visando o atendimento mais adequado aos pacientes e contribuindo no

aconselhamento genético destes e suas familias.
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1.9.Detalhes do Projeto

Este estudo faz parte de um amplo projeto com mais de meio século, que visa a
investigacdo de coagulopatias hereditarias na populacdo do Rio Grande do Sul; seus artigos
mais recentes sdo: Gorziza et al.(2013) e Rosset et al.(2014).

Abordando especificamente o tema da hemofilia B, houve trabalhos prévios (Pantoja,

2014) que nao foram publicados como artigos cientificos, mas colaboraram com a atual

pesquisa.
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CAPITULO 2 — MOLECULAR CHARACTERIZATION OF HAEMOPHILIA B
PATIENTS IN SOUTHERN BRAZIL

Artigo submetido para publicacdo a revista Haemophilia e ja revisto em uma primeira

rodada de avaliagao.
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Summary

Introduction: The Haemophilia B (HB) gene (F9) is highly variable, with 1,095 mutations
registered in its database. Therefore, it is unfortunate that with only one exception, no

recent study of its molecular variability has been performed in Latin America.

Subjects and methods: A total of 43 HB patients with severe (70%), moderate (16%) and
mild (14%) clinical pictures living in southern Brazil were studied by molecular methods,

and the results analyzed with bioinformatic tools.

Results: Thirty-one different mutations, 25 already described but six not reported in the
HB database were observed. The majority (74%) were of the missense, but nonsense
(13%), frameshift and splicing (both 6.5% each) types were also found. The missense
changes were investigated in relation to their phylogenetic conservation, and their

predicted effects carefully considered in structural-functional analyses.

Conclusions: While the different mutation types presented a distribution not much
different from those observed in previous surveys, the information given is of fundamental
theoretical and clinical importance for the characterization of this under investigated

condition in Latin America.
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Haemophilia B (HB) (OMIM 306900) is a genetic disorder caused by mutations at
the Factor IX (FIX) gene (F9) of the coagulation cascade. F9 is a highly variable gene; not
less than 1,095 different HB mutations are reported in the Haemophilia B Mutation
Database (www.factorix.org/). Therefore, it is of high practical and theoretical value to
verify whether the reported mutations in a given population are the same as those occurring
elsewhere, or if there are new variants, which can result in different clinical pictures. It is
then unfortunate that, with the exception of an Argentinian sample [1], no recent study on
HB molecular F9 variability had been performed in Latin America. We, therefore, decided
to investigate: (a) the types of mutations occurring in a sample of HB southern Brazilians;
(b) verify their distribution on the FIX domains; (c) relate the observed missense mutations
with those reported elsewhere; (d) test the conservation of these regions in nine other
mammalian species; and (e€) make phenotype/genotype correlations taking into
consideration the molecular localization of the variants. The present work is part of a
longterm project that is being developed for half-a-century; relatively recent contributions
are [2, 3].

A total of 43 independent HB patients were included in this study. They were
ascertained in HEMOCENTRO-RS, a central hemotherapy institution of the State of Rio
Grande do Sul, Brazil, and have ages varying from 3 to 64 years (mean: 28.7). Based on
morphological traits they were classified as European-derived (91%) and African-derived
(9%), proportion similar to that of the general population; while their clinical conditions
were found to be severe (30), moderate (8), and mild (6). All of them signed an Informed
Consent Form and the project was approved through the Brazilian Ethics Platform
(PlataformaBrasil, CAAE 45164015.3.0000.5347).

HB diagnosis was performed through the FIX coagulation activity (FIX:C) using
the one-stage clotting assay [4]. Genomic DNA was extracted from peripheral blood cells
according to a nonenzymatic method [5]. The entire F9 gene coding region, as well as their
promoter and exon/intron boundaries, were amplified by the polymerase chain reaction
(PCR) using eight primer pairs (Supplementary Information, Table S1). The amplicons
were purified using the Exo-Sap kit (Amersham Biosciences, Les Ulis, France) and sent to
Macrogen Inc. (Seoul, South Korea) where Sanger sequencing was performed. Nucleotide
variations were re-tested in two independent samples to confirm the results.

Patients’ sequences were compared with the normal F9 gene sequence (GeneBank
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accession number K02402) using the Codon Code Aligner tool implemented with the
MEGA 5 software. The variations detected were compared with those reported in the
Haemophilia B Mutation Database (http://www.factorix.org/) and when not found there, in
the 1000 Genomes browser and USCS Genome browser to verify if they were
polymorphisms. The Human Mutation Database and the Center for Disease Control and
Prevention (CDC) catalogues were also checked in this regard.

Missense mutations were examine using the BLASTP and the
UNIPROTKB/Swiss-Prot Mammalian database, comparing the human FIX residues
(Swiss Prot ID: P0O0740) with orthologous FIX sequences deposited in the same databank.

Five algorithms were employed to analyze the impact of novel and the already
described missense mutations found on protein structure: PolyPhen-2 (Polymorphism
Phenotyping-2, http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ [6], SIFT (Sorting Intolerant to
Tolerant, http://sift.jcvi.org/) [7], HOPE (http://www.cmbi.ru.nl/hope/) [8], PROVEAN
(Protein Variation Effect Analyzer, http://provean.jcvi.org/) [9], and Mutation Taster
(http://www.mutationtaster.org).

Protein models for each new missense mutation were generated on Phyre2, a web
portal that allows protein analysis, prediction, and modeling, using an expert mode, and
one-to-one threading model. The PDB (Protein Data Bank [10, 11]) structure INLO was
used for homology modeling of mutations in the EGF1 and EGF2 domains, and PDB 1 pfx
(a porcine model) for the Serine Protease domains. The Chimera Interface to Modeler was
employed for visualization of the generated structures.

Table 1 lists the 31 mutations found in our study. Six of them not listed in
www.factorix.org were observed by us in seven patients, (five with the severe and one
each with the moderate and mild clinical types). The majority (4/6:67%) are of the
missense type, the remaining two being respectively a frameshift and a splicing mutations.
Two of the five occurring in the coding regions (40%) were present in the serine protease
domain. In cases 3 and 4 the mutations occurred together with the p.Th194Ala
polymorphism.

It is well-known that sites of functional importance show strong phylogenetic
conservation. Therefore, as an additional test for the significance of the missense HB
mutations we found, we compared the Homo sapiens mutation sites with the corresponding

amino acids in eight mammalian species. The results are shown in Table S2. As indicated
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there, there is strict conservation in 18 of the 23 sites considered, and in the remaining five
sites the exceptions are restricted to one amino acid only in four species, and to two amino
acids in one of the eight species examined.

We also made an intensive investigation about the predictive effects of the missense
mutations detected, examining the results obtained in five algorithms (Table S3). They
generally agreed indicating the damaging effects of the mutations considered, but some
exceptions were found. They can be explained by the different methods employed by the
algorithms to establish their scores, and whether they are designed for the analysis of
missense mutations only, or are more general (like PROVEAN and Mutation Taster). The
results obtained with HOPE, however, indicated that all mutations would lead to structural
changes, such as spacing between units, incorrect folding, or binding changes, as well as
charge and hydrophobicity modifications. These changes would be especially important
when they are near sites of interaction with other coagulation substances [Factors Vlla,
VIII, X, Xla, Tissue Factor (TF)].

Figure 1 presents in a graphical way the structural changes that would result from
the four missense mutations found by ourselves that were not reported in
www.factorix.org. The p.Cys157Arg, substitution, found in a severily affected patient,
leads to a larger residue than that of the normal protein, changing charges and
hydrophobicity, the latter altering the interactions with the molecule’s core and surface.
The loss of a cysteine, on the other hand, could also result in changes in one of the EGF2
disulfide bonds. Mutation p.Thr386Lys, also detected in one patient with a severe clinical
picture, conditions a larger residue and hydrophobicity changes with reflections in the
phenylalanine and glutamic acid residues at positions 388 and 433, respectively. The
mutant residue is also positively charged, while the normal one is neutral. The position of
this site, at the core of the protein, probably also affects the molecule’s folding. The
p.Vall53Ala change, found in a moderately affected patient, leads to an opposite effect, of
size reduction that can also affect function. Finally, p.Asp95Tyr, found in a patient with a
mild clinical pattern, results in a larger-sized residue that is more hydrophobic. Apparently,
one salt bridge was lost due to the mutation. EGF1, where this mutation is found, is a
substract for binding to TF and to the FIX/TF/FVI1lla complex; these relationships could be
altered by the change.

Four nonsense mutations were found by us, all of them previously listed in
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www.factorix.org. The variant p.Arg75* occurred in three independent patients with the
severe phenotype, one of them with inhibitor development.. The premature end of the
translation process in the GLA domain affects all others. The three other mutations
(p.Arg298*, p.Tyr371*, and p.Arg384%*), present in the serine protease domain, were
found, the first two in severely affected patients, and p.Arg384* in two patients with
respectively moderate and mild phenotypes. The mutation taster algorithm furnished a
probability of 100% for them as being causes of HB.

The two frameshift variations (p.Arg358Serfs*, and p.Trp453fs*) occur in the

serine protease domain and were detected in two independent patients with the severe
phenotype. The mutation Trp453* was not previously listed in www.factorix.org and
PROVEAN classified them as a deleterious mutation.

Two splicing site mutations (c.88+5G>A, and c¢.88+51G>A) were found, the first

reported and the second not reported in the above-indicated site. Variation ¢.88+5G>A was

observed in one moderately affected patients, and ¢.88+51G>A in another with a severe
phenotype. According to the Mutation Taster algorithm, both should cause disease with
probabilities respectively of 100% and 99.9%.

In terms of epidemiology, only three of the mutations reported here (p.Arg43GIn,
p.Thr342Met, and p. Arg298*) have been previously reported in Latin America [1].
Therefore, our results add an important reference to the genetic characterization of the
populations of this region.

Our results will be useful to HB patients and their families through: (a) a refinement

of the diagnostic process; and (b) appropriate genetic counseling of F9 female carriers.
We thank the patients and staff of HEMOCENTRO-RS for agreeing to participate

in the study and for logistical support. Financingwasprovidedby Conselho Nacional de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico.
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Figure Legend

Fig. 1. Localization of the novel factor IX (FIX) protein missense mutations found
showing the structures of the normal (left) and mutated forms. Arg157 and Lys386,
depicted in green, occurred in two severely affected patients; Tyr95, shown in blue,
in one patient with a mild, and Alal53 (red) in one moderately affected phenotypes.
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Cys1567 Arg157 Asp 95 Tyr 95

Val 163 Ala 163

F| A

Localization of the novel factor IX (FIX) protein missense mutations found showing the structures of the
normal (left) and mutated forms. Arq157 and Lys386, depicted in green, occurred in two severely affected
patients; TyrS5, shown in blue, in one patient with a mild, and Ala153 (red) in one moderately affected
phenotypes. More information about these substitutions are present in the text.
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CAPITULO 3-ELECTROSTATIC ANALYSIS OF HEMOPHILIA B CAUSATIVE
MUTATIONS

Artigo em preparacdo para ser submetido a revista Journal of Thrombosis and

Haemostasis.
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Essentials

Haemophilia B is understudied as compared to haemophilia A.

3D models were generated by homology tools and electrostatic patterns clusterized.

Electrostatic changes are mainly determined by the mutations positions in the molecule.

Electrostatic and clinical patterns do not necessarily coincide.
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Summary

Background:Factor IX (FIX) is an important protein in the coagulation process, its lack or
deficiency leading to haemophilia B (HB). This condition has been much less studied than
haemophilia A, especially in Latin America. We are trying to fill this gap through a
previous study which described 43 patients from southern Brazil, who carried 31 different
mutations, investigated with molecular methods; and with this report, which considered in
detail their missense mutations. Objectives: To examine the electrostatic patterns (EP) of
the missense mutations found, and their clinical effects, comparing them with mutations
described elsewhere affecting the same residues. Methods:3D models were generated by
homology approaches, and their electrostatic patterns analyzed with clusterization tools.
Results:(a) Different mutations in the same site generally clustered together in relation to
EP; (b) These patterns are not related to the mutations clinical effects; and (c) The
mutations and their effects do not occur preferentially considering the molecule’s gamma-
carboxy glutamic (GLA), epidermal growth factors (EGF1 and EGF2), and serine protease
(SPROT) domains. Conclusions:Molecular structures, due to their properties, condition
different clinical effects. We have considered here what happens in terms of electrostatic
changes. These changes are mainly determined by the mutations positions in the molecule,
but electrostatic and clinical patterns do not necessarily coincide.

Keywords: electrostatic potentials,haemophilia B, missense mutations, phenotype-

genotype correlations, protein structure
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Introduction

Haemophilia B (HB) is a coagulation disorder due to mutations in the F9 gene,
located in chromosome Xq27.1 and that has eight exons and seven introns. The
corresponding protein, Factor IX (FIX), has a mature peptide of 415 amino acids (aa) with
three basic domains: gamma-carboxy glutamic (GLA) (47 aa)); epidermal growth factors 1
and 2 (EGF1 and EGF2) (98 aa), and serine protease (SPROT) (235 aa).
GLA+EGFI+EGF?2 together comprise the molecule’s light chain, while SPROT is the
catalytic heavy chain domain.

HB has been much less studied than hemophilia A, and this is especially notable in
Latin America. To fill this gap we recently performed an investigation about its molecular
characterization in southern Brazil [1]. As was verified in other series, the majority of the
mutations found was of the missense type, and the present report examines in detail these
mutations, comparing them with those described by other authors in the same sites, using
appropriate bioinformatic tools. The results in relation to electrostatic patterns (EP) have
been considered, with the objective of answering the following questions: (a) How
different missense mutations affecting the same protein residue are reflected in the HB
molecule? (b) Are the similarities/differences found related to the mutations’ clinical
effects? and (c) Their presence in different domains of the resulting protein influences the

patterns found?
Methods
A total of 54 missense mutations was included in the analysis, considering their

clinical effects (severe, moderate or mild HB) through the information given in [1] and in

the Factor IX database (www.factorix.orq).

For each domain present in the mature FIX protein, a 3D model was generated by
homology approaches based in Protein Data Bank[2] (PDB) structures as follows: 1pfx for
the light chain (GLA, EGF1 and EGF2 domains) and 1rfn for the heavy chain (SPROT,
Serine Protease domain). The molecular modeling tools used for the construction of the
chains were I-tasser (Iterative Threading ASSEmblyRefinament) [3, 4] and Phyre2 [5], in
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one-to-one threading mode. These mode options were based on the MOD-FOLD [6] and
PDB sum[7] evaluation results.

Phyre2 was also used to generate 3D mutated models by homology approaches.
This tool was applied in its expert mode, one-to-one threading job, with the modeling of
the amino acids mutated sequences based in the wild template. The Delphi web
server[8]was applied for the evaluation of the electrostatic potential (EP) calculations in
each model and the Chimera [9] softwareto obtain model visualization and EP
applications.

To obtain heat maps and epograms of electrostatic distances between structures, the
webPIPSA (Protein Interaction Property Similarity Analysis) was employed. The
webPIPSA derived information was compared based on manual implementation of

electrostatic potential Delphi calculations in the mutated models using Chimera.

Results and Discussion

Table 1 lists the 54 mutations, indicating the corresponding molecular domains and
clinical effects. As indicated there, seven of them were present in the GLA, 19 in the EGF1
and EGF2, and 28 in the Serine Protease domains. For the 51 that had their phenotypic
effects ascertained 28 (55%) determined severe, 13 (25%) moderate, and 10 (20%) mild
effects. Eighteen of them were found by us in our previous study [1].

Results in relation to the GLA domain are presented in Table 2, and in Figs. 1 and
Supplementary Information S1. Three clusters were obtained, one including the wild type
(WS?) and four mutations (two observed by us in our study [1]. The cluster was formed by
mutations in two sites (55 and 64) and the clinical effects of these mutations were of the
three types, indicating no influence of the changes in electrostatic potentials in them. The
other mutation found by us on residue 75, together with another in the same site, showed
an electrostatic distance of 0.6 from the normal molecule, but these changes have not
resulted in a severe disease.

Six electrostatic clusters were obtained in relation to the 19 mutations affecting the
EGF1 and EGF2 domains (Table 2; Figs. 2 and S2). Five of them (including the mutation
detected by us, Cys170Tyr) clustered with WS?, and therefore, despite their severe clinical

effects, did not differ from normal in EP.
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The other five clusters showed a distinct (1.5) distance from the normal EP, and the
four other mutations observed in our study [1] clustered in four of them. No consistent
effect of type of residue or clinical effect was detected in these clusters.

The 28 mutations affecting the Serine Protease domains formed six clusters.
Sixteen mutations (57%) clustered with WS?, while the others were about evenly
distributed in the five other clusters with distinct (0.4-0.8) electrostatic distances from
WS, Again, no distinct relationship could be found between EP with protein residues or
mutation effects.

To verify whether the 51 mutations would occur preferentially in a given protein
domain, we tested their distribution using Fisher’s exact test. The results indicated no
preferential location (p:0.387).

Despite these negative findings, we did detect a specific structural pattern of
electrostatic changes in the EGF1 and EGF2 domains (Fig. S4). While the mutation
patterns generally lead to heterogeneous EPs, the lower right portion of the molecule
shows a homogeneous surface picture independently of the mutated residues. This general
degree of change may affect the protein’s binding with its cofactors.

We are now in a position to answer the questions posed in the introduction: (a)
different mutations in the same residue generally cluster together in relation to electrostatic
patterns [in a total of 53 comparisons, mutations in the same site cluster together in 37
instances (70%), a value significantly different (p<0.01)] from that of no difference in
cluster position]; (b) these patterns are not related to clinical effects [for instance the three
mutations considered in residue 55 clustered together, despite having completely different
effects (mild, moderate, severe)]; and (c) as indicated earlier, the mutations investigated do
not occur preferentially in a given domain, and their distribution in clinical types do not
show statistically significant differences, despite the fact that the severe form is most
prevalent in our sample, in the EGF1+EGF2 domain (75%), against 43% and 47%,
respectively, in the GLA and SPROT domains.

Addendum

Authors contributions: M. R. Meireles performed the laboratory and bioinformatic

tests and analyzed the data; G. F. Vieira coordinated and supervised the bioinformatic
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Figure legends

Fig. 1.0n the left is the clusterization of the GLA domain mutation models with the wild
structure (WS?). The epogram and scale indicate electrostatic distances among
models and were generated in the webPIPSA tool. Symbols “indicate severe,
‘moderate, and * mild clinical effects. On the right are representative models of each
cluster. The models were elaborated with the Phyre2 web portal and electrostatic
potentials calculated with the Delphi webserver, both implemented with the
Chimera Interface. Mutations detected by our group in a previous study [1] are in
bold.

Fig. 2. On the left is the clusterization of the EGF1 and EGF2 domains mutation models
with the wild structure (WS?). The epogram and scale indicate electrostatic
distances among models and were generated in the webPIPSA tool. Symbols
Aindicate severe, 'moderate, and * mild clinical effects. Three mutations have no
information2 about phenotype. On the right are representative models of each
cluster. The models were elaborated with the Phyre2 web portal and electrostatic
potentials calculated with the Delphi webserver, both implemented with the
Chimera Interface. Mutations detected by our group in a previous study [1] are in
bold.

Fig. 3. On the left is the clusterization of the Serine protease domain mutation models with
the wild structure (WS?). The epogram and scale indicate electrostatic distances
among models and were generated in the webPIPSA tool. Symbols “indicate
severe, 'moderate, and * mild clinical effects. On the right are representative models
of each cluster. The models were elaborated with the Phyre2 web portal and
electrostatic potentials calculated with Delphi webserver, both implemented with
the Chimera Interface. Mutations detected by our group in a previous study [1] are
in bold.
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SUPPORTING INFORMATION

Fig. S1.Heatmap illustrating similarities among models generated by a pair-to-pair
comparison in the GLA domain. The picture was createdwith the webPIPSA tool.
Color key and density plots are indicated in the upper left side of the figure. In
bold, mutations previously detected by our group [1] in the southern Brazilian

population.

Fig. S2.Heatmap illustrating similarities among models generated by a pair-to-pair
comparison in the EGF1 and EGF2 domains. The picture was createdwith the
webPIPSA tool. Color key and density plots are indicated in the upper left side of
the figure. WS? indicates the wild structure. Inbold, mutations previously detected
by our group [1] in the southern Brazilian population.

Fig. S3.Heatmap illustrating similarities among models generated by a pair-to-pair
comparison in the Serine protease domain. The picture was createdwith the
webPIPSA tool. Color key and density plots are indicated in the upper left side of
the figure. WS? indicates the wild structure. Inbold, mutations previously detected

by our group [1] in the southern Brazilian population.

Fig. S4. Identification of a pattern in electrostatic changes at the EGF1 and EGF2 domains.
In A, a representative mutated model; in B, the pattern derived (the specific
surface region that have EP alterations independent of the residues position are
shown in pink); in C, the wild structure; in D, mutated model with a semi-
transparent surface showing amino acids residues in the backbone; and in E, the
pattern isolated in the surface with the model backbone.
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CAPITULO 4 - DISCUSSAO GERAL

A hemofilia tem o seu primeiro registrono livro de condutas do povo judeu
(Talmude), do século Il d.C. Este livro fornece os principios religiosos, baseados na lei
oral, na doutrina, na moral e nas tradicdes. O mesmo isenta da circuncisdo criancas
provenientes de familias que tenham sofrido duas mortes decorrentes de hemorragias apos
o0 procedimento (DiMichele e Neufeld, 1998). A hemofilia possui, portanto, mais de 1800
anos de historia, e com o advento de novas tecnologias tem sido possivel firmar uma nova

luz as investigacOes dessa condicao.

Desde a descoberta do gene do fator IX, muitos estudos foram publicados com a
tematica da hemofilia B. Recentemente, foi feito um artigo de revisdo para definir o status
quo de pesquisas publicadas e experimentos de tratamentos registrados (Berger et al.,
2015). Para tal, foi feita uma busca sisteméatica nos bancos de dados EMBASE e
MEDLINE usando os termos “Hemophilia B”, “Haemophilia B” e “Factor IX”, tendo
sido obtidos um total de 14.908 estudos. Em seguida houve limitacdo para pesquisas que
ocorreram apds 2009 e em humanos, e seu total passou para 1.639 artigos e resumos.Foram
encontrados estudos de revisdo, relatos de casos, comentérios, editoriais, cartas aos
editores e notas;inclusive sobre a seguranca, eficacia e farmacocinética de produtos de

tratamento e sobre terapia génica.

Um grande namero de pesquisas tem seu foco na caracterizacdo de mutacGes em
populacbes especificas. Se observarmos os dados daWorld Federation ofHemophilia,
pode-se verificar que a freqiiéncia da doenca varia nos diferentes paises. Além disso, a
hemofilia B possui grande heterogeneidade alélica, possibilitando que existam mutacfes
especificas a determinadas populagdes. Tal fenémeno torna importante que haja estudos de
ampla caracterizagdo populacional, para que se disponha de informacdes que possibilitem
uma melhor compreenséo global da genética molecular da doenca.

A identificacdo de variantes no F9 fornece informacdes para que sejam aprimoradas
analises bioquimicas e moleculares de predigdes de alteracfes na estrutura tridimensional
da molécula da proteina. A partir dessas informacGes, podem-se realizar melhores

inferéncias para correlacionar o gen6tipo com o fendtipo e sugerir mecanismos de causas
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da doenca. Levando em conta o padrdo de heranga da hemofilia B, o diagndstico molecular
também se torna uma importante ferramenta para o aconselhamento genético em familias,
incluindo testes pré-natais em membros de genealogias com historico familiar da doenca,
identificacdo de mulheres heterozigotas para as mutacdes, eparticularidades da doenga com

risco de recorréncia.

O conhecimento sobre as mutacfes também é importante para o tratamento da HB,
pois algumas mutages podem levar a uma resposta inesperada, sendo necessario outro
tipo de terapia. Alguns pacientes com hemofilia B podem desenvolver inibidores ao
tratamento. Confome Rallapalli et al. (2013), de 3741 pacientes analisados, 1.6% (n=59)
desenvolveram inibidores ao FIX recombinante. Na maioria dos casos, o desenvolvimento
de inibidor estd associado com grandes dele¢des de um ou mais éxons, ou mutacdes sem
sentido. Considerando as grandes delecdes, 25% daquelas descritas no banco (27/107)
levaram a formacdo de inibidores. A presenca de inibidor foi registrada apenas em uma
mutacdo de sentido trocado (p.GIn237Lys) e em duas mudancas de nucleotideo Unico que
modificaram o processamento. Em nosso estudo, a presenca de inibidores foi observada
em apenas um paciente.Ele possui uma mutacdo sem sentido, j& descrita no banco de dados
(p.Arg75*) em 73 pacientes, dos quais oito apresentaram inibidor. Outros dois pacientes
independentes também apresentaram essa mutacdo em nosso estudo, porém ndo
desenvolveram inibidor.N&o foram encontradas grandes delec6es em nossa analise, apenas
uma pequena delecdo p.Arg358Serfs* que ja havia sido descrita no banco de dados em um

paciente com hemofilia B grave(Costa et al., 2000), o mesmo fenotipo que encontramos.

As mutacdes no F9 podem ser recorrentes dentro de uma populacdo. Este fenébmeno
pode ser verificado especialmente devido ao efeito do fundador, que leva a uma
reproducdo dessa mutagdo em geracOes sucessivas. Considerando a populagdo no sul do
Brasil, oito mutagOes diferentes foram encontradas em mais de um paciente independente,
sdo elas: Arg43GIn, Arg75*, Arg75GIn, Cys170Tyr, Arg226GIn, Arg298*, Thr342Met e

Cys157Arg, sendo que a Ultima ndo esta descrita em www.factorix.org. As sete primeiras

foram encontradas em outras pesquisas, respectivamente em 85, 73, 18, 6, 52, 63 e 128
pacientes, distribuidos em diferentes paises. Algumas destas mutacdes foram encontradas

em pacientes da America Latina, em paises como a Argentina e 0 México.
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O presente trabalho é o primeiro que aborda a hemofilia B no sul do Brasil, e
forneceu o diagndstico molecular para 43 pacientes. Foram encontradas 30 mutagdes
distintas que foram consideradas como causadoras da desordem. Cabe ressaltar que seis
delas ndo haviam sido descritas no banco de dados do fator IX. Todas as mutacdes de
sentido trocado eram em residuos altamente conservados entre diferentes espécies de
mamiferos. A partir dessa informacao pode-se sugerir que tais residuos estdo envolvidos na
funcdo da proteina, seja por contribuirem a detalhes de sua estrutura tridimensional, seja

por conferirem a sua estabilidade ou por serem locais de interacdo com outras moléculas.

Quando se comparam o0s 54 modelos de mutacGes de sentido trocado com as
estruturas normais dos dominios GLA, EGF1, EGF2 e Serino-protease em termos de
diferenca eletrostatica, pode-se verificar alguns padrdes. Aminoacidos mutantes com carga
positiva (ph=7) sempre mostraram diferencas com relacdo ao fen6tipo normal. Todas as
substituicdes envolvendo arginina, histidina e lisina, seja como residuo normal ou como
residuo mutante, levaram os modelos a afastarem-se em termos eletrostaticos da estrutura
sem mutagOes. A carga positiva € determinante para as interacdes eletrostaticas em uma
proteina e,portanto, a perda ou ganho dela possivelmente interfere com a fungéo protéica.
Aminoacidos carregados negativamente (possuem COO™ em pH= 7), como o aspartato
(Asp) e o glutamato (Glu) funcionam como sitios de ligacdo a metais; e todos os modelos
analisados que envolviam mutacbes com esses residuos também divergiram

eletrostaticamente do modelo estrutural normal.

As caracteristicas dos aminoacidos sdo cruciais para o entendimento das mutacdes,
especialmente aquelas de sentido trocado (missense). 1sso porque, tanto o aminoacido
normal quanto o mutante tém caracteristicas proprias, e diferentes substituicdes em uma
mesma posi¢cdo podem originar fen6tipos divergentes. A estrutura da proteina depende da
sequéncia primaria de aminodacidos e de interacdes com outras moléculas. O nimero de
padroes de dobramento das proteinas é muito grande, mas limitado; conforme o
dobramento as proteinas terdo uma melhor ou pior capacidade de movimentagdo, e 0

movimento esta vinculado com a funcao.

Do ponto de vista estrutural, as proteinas possuem interacfes covalentes e nédo
covalentes, que estabilizam a sua conformacao. Nas interacfes covalentes, temos as pontes

dissulfeto entre residuos de cisteina; nas interacdes ndo-covalentes temos as pontes de
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hidrogénio, que estdo presentes em nimero elevado e fazem ligagdes intramoleculares para
deixar a estrutura 0 mais estavel possivel.Exemplo séo as intera¢fes hidrofobicas, que séo
um importante “impulso” no dobramento da proteina, induzindo a formacdo de uma
estrutura compacta; interacGes ionicas; e as forcas de Van der Waals, que embora sejam
fracas, contribuem para a estabilidade da molécula. A estrutura secundaria das proteinas
também relaciona-se aos seus residuos. Alguns aminoécidos tendem a formar alfa-hélice,
por exemplo, enquanto que a prolina tende a quebra-las. Regides de alcas geralmente sdo
mais desorganizadas e moveis, e a glicina € um aminoacido conveniente nesse caso. Ja a
prolina forca a formacgdo de alcas beta. As estruturas secundérias associam-se e sdo
influenciadas por interacfes, que fazem o dobramento, reduzindo a superficie exposta ao

solvente e estabilizando a proteina.

Muitas das mutagdes que foram observadas no nosso estudo ndo apresentam
diferenca eletrostatica com relacdo a estrutura normal. Porém,devem-se levar em conta
todos os aspectos dos aminodacidos (carga, polaridade, influéncia na estrutura secundaria),
as interacOes intramoleculares existentes no FIX (pontes de hidrogénio e dissulfeto), as
regides de ligacbes com outras moléculas (ligacdo a outros fatores da coagulacdo ou a
outras enzimas), a acessibilidade ao solvente, e regides de modificacdes pds-traducionais

(glicosilacdo, fosforilacdo), para entender melhor os fenétipos apresentados.

78



CAPITULO5 — CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O nosso estudo indicou a causa da hemofilia B em 43 pacientes sem parentesco
préximo, e detectou seis mutacGes que ndo estavam descritas no banco de dados do fator
IX, quatro mutacBGes de sentido trocado, uma em sitio de processamento e outra de
mudanga na fase de leitura. A identificacdo dessas novas mutagdes reforca indicagdes
anteriores sobre a alta mutabilidade do gene F9, e contribui para compreensédo da doenca.
Até o momento ndo existem muitos estudos que abordem a caracterizacdo molecular da
hemofilia B no Brasil, que sdo muito importantes para o tratamento e aconselhamento

genético da doenca.

Analises in silico envolvendo ferramentas de bioinformatica tém trazido relevantes
informacdes para estudos em genética e biologia molecular, seja como analises prévias ou
complementares. Em nosso estudo, foi possivel o reconhecimento de alteragdes
eletrostaticas geradas por 29 de 54 mutacdes (54%) de sentido trocado. Nesses casos, a
substituicdo de aminoacidos afastou os modelos estruturais da proteina normal.
Verificamos também que muitos dos modelos apresentaram perda de pontes dissulfeto ou
de hidrogénio, e modificacdes em sua polaridade e/ou hidrofobicidade. Apesar da grande
validade de tais informacdes,0 quanto cada um desses fatores estd influenciando no
fenotipo permanece uma incognita. O projeto realizou investigacdes relevantes no campo
da bioinformética, que envolveram o uso de preditores, modelagem por homologia,
calculos de diferencas eletrostaticas. Porém, todas as avaliacbes foram realizadas em
modelos estaticos, e ndo foi possivel uma real exploracdo do quanto tais propriedades
afetam a proteina. Para isso, outras analises in silico envolvendo dindmica molecular e
ancoragens moleculares seriam valiosas, possibilitando também esclarecer os sitios de
interacdo do FIX com outros fatores da coagulacdo sanguinea e com outras moléculas.

Essas sdo as metas de nossos proximos estudos.
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Anexo 1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO.

Projeto de pesquisa: “NOVOS ESTUDOS DE CARACTERIZACAO MOLECULAR
EM PACIENTES COM HEMOFILIA B DO RIO GRANDE DO SUL”

Pesquisador Responsavel: Francisco Mauro Salzano

Pesquisadores Participantes: Mariana Rost Meireles, Eliane Bandinelli, Francisco Mauro
Salzano, Gustavo Fioravanti Vieira.

Hemocentro de Porto Alegre

Laboratorio de Hemostasia — Departamento de Genética - Universidade Federal do Rio
Grande do Sul

Telefone para contato: 3308-6728

O departamento de genética da UFRGS em colabora¢do com o hemocentro de
Porto Alegre estd promovendo o projeto de pesquisa “NOVOS ESTUDOS DE
CARACTERIZAQAO MOLECULAR EM PACIENTES COM HEMOFILIA B DO
RIO GRANDE DO SUL”. O objetivo deste projeto & a caracterizacdo molecular das
mutacdes em pacientes com Hemofilia B do estado do Rio Grande do Sul e analise do
efeito dessas mutacdes na determinacdo da doenca. A Hemofilia B (HB) esta entre os trés
disturbios hemorragicos mais frequentes, atingindo cerca de 1 a cada 25.000-30.000
nascimentos do sexo masculino. A HB ¢é resultante de alteracGes genéticas no gene F9 que
levam a uma deficiéncia qualitativa ou quantitativa na proteina fator IX (FIX) da
coagulacgdo sanguinea.

O quadro clinico dos pacientes com hemofilia B pode ser associado ao nivel de
atividade do fator IX. Quanto mais graves, maior a propensao a sangramentos espontaneos,
gue geralmente ndo ocorrem em pacientes leves, 0s quais costumam ter apenas
sangramentos pos-traumaticos. Cerca de 60-70% dos individuos portadores de hemofilia B
desenvolvem formas graves ou moderadas da coagulopatia, embora essas propor¢des ndo

estejam ainda bem estabelecidas. O entendimento das diferentes mutagdes que ocorrem no
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DNA de pacientes com HB pode ajudar a esclarecer os mecanismos da patogénese desta
coagulopatia.

A participacdo no estudo envolve o preenchimento de uma ficha clinica e a doacao
de 5ml de sangue, que serd utilizado para a realizacao dos testes de coagulacao sanguinea e
extracdo de DNA.

A participagdo neste estudo é sigilosa (bem como os resultados da avalia¢do clinica
e dos exames genéticos) e voluntaria. E permitida a desisténcia em qualquer etapa da
avaliacdo, sem qualquer tipo de prejuizo ao participante. Caso vocé opte pela nao
participagdo saiba que ndo haverd alteragdes no atendimento e no tratamento normal a que
voceé tem direito.

O presente projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. O estudo sera financiado por verba de
agéncias de fomento, sendo que nenhum custo incidira sobre o paciente ou seus familiares.

O material genético excedente poderé ser armazenado ou ndo, conforme a decisdo
de cada paciente. O material que ficar armazenado podera ser utilizado em novos exames
Ou para uso em novas pesquisas. No caso de serem propostas novas pesquisas com este
material, elas serdo avaliadas pelo Comité de Etica.

Em caso de ddvidas, entre em contato com o Comité de Etica da UFRGS (fone:
(051)3308-3629) ou com os pesquisadores Eliane Bandinelli (fone: (051)3308-6736) ou
Francisco M. Salzano (fone: (051)3308-6747)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - PROJETO:
“NOVOS ESTUDOS DE CARACTERIZACAO MOLECULAR EM PACIENTES
COM HEMOFILIA B DO RIO GRANDE DO SUL”

Eu, , declaro que fui
convidado a participar do projeto de pesquisa “NOVOS ESTUDOS DE
CARACTERIZACAO MOLECULAR EM PACIENTES COM HEMOFILIA B DO RIO

GRANDE DO SUL” acima citado. Fui informado de que minha decisdo em participar ndo
comprometerd meu tratamento no hemocentro, sendo meus dados e resultados de meus
testes absolutamente sigilosos. Além disso, fui informado de que a qualquer momento

posso solicitar minha desisténcia do estudo, sem qualquer prejuizo. Declaro que consinto
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em participar do estudo e que meus dados sejam incluidos na andlise coletiva dos
resultados.

Com relacdo ao armazenamento de material genético eu declaro que:
( )SIM: autorizo manter meu material genético excedente (DNA) armazenado,
sabendo que poderé ser usado, no futuro, para novas pesquisas, as quais serdo aprovadas
pelo Comité de Etica.

( YNAO: ndo autorizo armazenar meu material genético apds este exame.

Eu, (ou meu responsavel legal), abaixo

assinado estou ciente dos termos acima descritos e concordo com a minha participacdo no

estudo.

Assinatura do paciente ou responsavel legal

Eu expliqueiexpliquei a 0s objetivos e procedimentos

necessarios para esta pesquisa, na minha melhor capacidade.
Nome do entrevistador:

Assinatura do entrevistador:

Nome da testemunha:

Assinatura da testemunha:

Porto Alegre, de de 2015.
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Anexo 2. Parecer consubstanciado ao CEP

pa UNIVERSIDADE FEDERAL DO
e RIO GRANDE DO SUL/ PRO- GRGrarl o
CEP REITORIA DE PESQUISA -

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Problemas de hemostasia no Rio Grande do Sul: Pravaléncia e caraclenzagio
molecular da Hemofilia B & da Doenga de Von Wilabrand

Pesquisador: FRANCISCO MAURO SALZANO

Area Tematica: Gendtica Humana:
{Trata-se de pesqusa anvolvendo Genédtica Mumana gue nio necessita de andise
ética par parte da CONEP;)

Versao: 4

CAAE: 45164015,3.0000.5347

Instituigio Proponente: Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Patrocinador Principal: Financamema Proprio

DADOS DO PARECER

Nomero do Parecer: 1.358.825

Apresontagio do Projeto:
Os pesquisadores atenderam as sollchagdes. Assim, recomanda-se aprovacao do projeto de pesquiss.
Sugere-ge aos pesquisadores substituir no TCLE o ndmero da Resalugdo, de 186/12 para 46612, @ a

palavra “copia” por “wa“,

Objetivo da Pesquisa:

A pesquiss fem como objetvo principal dar continuidade 3 pesquisas iniciadas ha mals de malo sécuda
500re 0% disiirbios de hemosiasia que oCOrfem em NoES0 Mek, & mais especificamente seda uma
cenlinuagio do Projeto de Pesquisa 18667 - “Coagulopatias hereditirias fraquentes: malharias no
diagnastico da doanga de von WHebrand @ suscetibildade a0 deservohimeanto de nibideres em hemoflia A
grave”, registrada no sstema de pesquisa da UFRGS e cujo praza se ancermou am 3001272014,

O Projeto de pesquisa atual e2ta dividido em dais Subprojetos:

1. Subprogesa 1: Caracterizaclo molecidsr 0as musagdes em pacientes com Hemoflia B; &

2. Subprojeto 2: Caracterizagio molecular cas mugagdes em paclentes com a Doenga de von

Enderego: Av. Pusks Gana, 110 - Sala $17 & Préchs Antso 1 da Riibsria - Carrgron Cartro y

Bakro: Famoupiha CEP: 50040000
UF: RS Municiplo: PORTO ALEGRE
Teleform: (31 0208-573 Fan: (6123084005 B-malt  wicadpropesn uhge be
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P UNIVERSIDADE FEDERAL DO
2 RIO GRANDE DO SUL/ PRO- GRErard o
CEP REITORIA DE PESQUISA -

Coastrusgio do Parecer: 120,423

Wilebrand Tipo 3.

Em ambos 08 c8s0s procurar-se-4: 1. Correlacionar 08 Tpos de uerac'dos encontradas com a pravalénda
de mutagies j& descrtas em bancos de dados relacionadas a essas duas condiples, 2, Avaliar a8 relagdes
gendtipe-fandlipo levando em conta os quadros dinices dos pacientss, bem como andlses de bioinformasca
para a interpretagio da agdo génica em uma abordagam malecular; @ 3. Contribuir para um mealhor
canhacmente dos pacientes que vivem em nosso meio, visando estratégias de manejo @ acanssihamsnto
genédtico déerenciados.

Avaliacdo dos Riscos o Beneficlos:
O taxin dos riscos @ das henelicios da pesguisa esld adequado.

Comentirios e Consideragies sobre a Pesquisa:

O3 pesquisadores atenderam a soliciagdo de adeguagda dos nomes 008 pesquisadores da equipe de
pasquisa, Essa informagio & 8 mesma em toda a documentagio da projeto de pasquisa

Em atendimento & solcitacdo “Informar como foi obtide o nimero 60 para a amostra de pacientss com
Doenca de Von Willebrand, pois foi informado no projeto de pesquisa sar 30 0 nimers de pacientes
atualmente diagnosticados com & doenga™, 08 pesquisadores informaram: “Atualmente, existam §0
packenies dagnosticados como apresentando a Doenca de von Willebrand, @ eles serfio abardados e
convidadas a participar da pesquisa”. Assim, foi esclarecido o nimero amostral 80 para paciantas com
dosanga de von Willsbrand,

Alnda, 05 pasquisadoras informaram: “A data do primeirs recrutamento %l alterada como solcitado. A nova
data serd 04 de janero de 20167,

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Todes 05 documantos cbrigatdrios foram anexsdos, Sugere-se aos pesguisadores substitur no TCLE o
ndmero da Resolugio, de 196/12 para 466/12, e a palavra “cdpia” por “wia",

Recomendagbes:

Recomenda-se aprovagho do projeto de pasquisa quanto Acs sspacios &icos.

Conclusées ou Pendincias o Lista de Inadequagies;

0s pesquisadores atenderam s sclickagies. A versio atual do projeto de pesquiss astd adequada quanto
A0S ASPOCLOS AUCOS.

Sugere-se aos pesgquisadores substituir no TCLE o nimero da Rescluglo, de 195/12 para 466/12, & a
palavra “oopia” por “via™.

Enderege:  Av. Pauo Cama, 110 - Sala 317 do Pridio Anesno 1 da Redoria - Campus Centro

Balrrec Famoupdta CEP: () 040060
UF: RS Menicipe. PORTO ALEGRE
Telwlona:  [51)5308.3738 Fax: (3103084085 Email  odcaeropeng ubgs. te

Pégra G ée 0
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(. > UNIVERSIDADE FEDERAL DO

Catiranghs o Faseoer 1366 035

Consideragdes Finais a critivio do CEP:

RIO GRANDE DO SUL / PRO- GRGrasl
CEP REITORIA DE PESQUISA -

Aprovaca.
Este parecer fol elaborado baseado nos documenios abalxo refacionados:
n Bascas|PE_INFORMAG | AS_DO_| 1212015 Aceito
do %#g R 13415 1002:58
TCL ermos de | TCLE. 02002015 |FRANCISCO Aceito
Assentimento ( 11:1255 |MAURO SALZANO
Justificatva de
| Ausséngia 2 =a
Projeto Datalhado | Problemas de Hamastasia, RS pdf 130712015 Acano
Beochura 12:67:50
Folha da % FOLHA DE ROS1O0 (Asainmm? 14062015 Aceilo
11:18:23
Carta Aceite (REMOGENT RO pef 130572015 Acalto
Oulros Parecer COMPESG pdf 1:11%015 Acaito
130523
Situagdo do Parecer:
Aprovada
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nio
MARIA DA GRAGA CORSO DA MOTTA
{Coordenador)
Enderacor for. Porsto Gama, 110 - S 317 0 Précio Ansan 1 da Raria - Carvguus Conbo N
| Balme: Faroupiha CEP: 00040060
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
‘lm 151 ua:le-:'nu Fax; (31 nm E-mail: wicaBpiopesq uigs.or
Pigvw S e B3
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