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RESUMO

A hemofilia B & uma doenga hemorragica hereditaria caracterizada pela
deficiéncia ou anormalidade da atividade coagulante do fator IX (FIX:C). O gene que
controla a produgéo do fator IX esta localizado no cromossomo X, na posicdo Xq27.1.
E constituido por oito exons e sete introns abrangendo uma regido de
aproximadamente 33,5 kb que origina um mRNA de 2,2 kb. A andlise do gene do
fator IX de hemofilicos indica que cerca de 95% das alteragbes moleculares séo
identificadas nas seqUéncias correspondentes a regido promotora, regides
codificadoras e sitios de excisdo de introns. A maioria das mutacdes apresenta origem
independente. As mutagbes de ponto sdo as alteracdes moleculares descritas em

aproximadamente 85% dos casos de hemofilia B, sendo o restante devido a perdas ou

insercoes génicas. A andlise do polimorfismo de conformacéo de hélices simples de
DNA (SSCP) possibilita o rastreamento rapido e eficaz de mutagbes. A identificacéo
das mutagdes pelo sequenciamento direto do DNA permite a determinacéo precisa da

portadora, diagnostico pré-natal e viabiliza o aconselhamento genético.

A comparacéo das mutagdes e quadros clinicos dos pacientes estudados neste
trabalho com aqueles descritos em publicacdes anteriores também permitem a

avaliagéo do efeito destas alteragbes na atividade do fator IX.

Neste estudo foi realizada a andlise das alteragdes moleculares no gene do
fator IX de 29 pacientes portadores de hemofilia B. A metodologia consistiu na
amplificag&o das regibes codificadoras e promotora do gene do fator IX pela reacao em

cadeia da polimerase (PCR) e posterior analise do SSCP radioativo e néo-radioativo,

este Ultimo em um sistema automatico de eletroforese (Phastsystem® Pharmacia),
corado com nitrato de prata. A identificagdo das mutacbes foi realizada pelo

sequenciamento direto do fragmento do DNA com padrdo anormal no SSCP. Com o

emprego destas tecnicas foi possivel o reconhecimento de alteracdes moleculares em
todos os pacientes analisados. Cinco mutagdes de ponto foram detectadas apenas na
analise de SSCP radioativo. O sequenciamento dos fragmentos com padrdo de
migragéo anormal permitiu a detecg@o de 31 mutagbes de ponto no gene do fator IX.

Destas alteragbes, 22 representavam mutacdes diferentes, das quais 6 ainda ndo
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descritas na literatura. Em um paciente foram encontradas trés alterages
nucleotidicas, uma delas uma mutacéo silenciosa na posicdo 31.093. A analise dos
haplotipos indica que 24 mutagbes identificadas neste estudo apresentam origem
independente. Quatro pacientes originérios do Estado do Paréd apresentam mesma
mutagcdo e haplotipo idéntico evidenciando a ocorréncia de um possivel efeito do

fundador.

O estudo das mutagbes no gene do fator IX apresenta-se como um modelo para
a determinacdo do padrdo das alteragdes moleculares em linhagens de células
germinativas. O padrdo de mutacgdes identificado no gene do fator IX & semelhante
entre Caucasoides, Asidticos, e pequenos grupos de Hispanicos e Negroéides. A

populagdo brasileira apresenta origem étnica bastante heterogénea e é representada
por imigrantes provenientes da Europa, Africa, Asia e pelas populagses indigenas

residentes mostrando-se, desta forma, distinta das demais populages previamente

analisadas.

O padréo de mutagdo verificado neste estudo é semelhante aquele observado
em outras populagbes 0 que sugere a predominancia dos processos enddgenos na

determinacéo das mutagdes espontaneas em células germinativas.
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INTRODUGAO

Os conceitos modernos de coagulacio sanglinea datam do século XIX, apés a
descoberta da origem plasmatica das fibras de fibrina e o posterior isolamento de seu
precursor, o fibrinogénic. Em meados de 1850, Andrew Buchanan publicou um trabalho
no qual demonstrava que um segundo fator plasmatico (mais tarde denominado de
trombina) era necessério para converter fibrinogénio em fibrina. Em 1892, Alexander
Schmidt postulou que a trombina nao poderia ser um constituinte normal do plasma e
propds que a mesma deveria circular na corrente sanglinea como um precursor inerte.
Deste modo evoluiu o conceito de via de coagulacdo (Ratnoff e Forbes, 1991:
Sussman, 1992).

Em 1905, Paul Moravitz publicou uma monografia que resumia os experimentos

realizados durante o século XIX e que levaram a formulacéo da teoria da coagulacdo
sanglinea a qual envolvia a interag&o de quatro fatores. Trés destes fatores estariam
presentes no plasma - a protrombina, os ions célcio e o fibrinogénio - enquanto que o
quarto componente, a tromboquinase (correspondente ao que hoje denominamos
tromboplastina ou fator tecidual), parecia estar contido em plaguetas ou leucocitos.
Segundo as idéias da época, o contato do sangue com tecidos ou outras superficies
provocaria a aglutinacdo das plaquetas e leucdcitos com consequente liberacdo do
fator tecidual. Este fator, por sua vez, reagiria com a protrombina na presenca de Ca"
para gerar a trombina que converteria o fibrinogénio em fibrina. O rompimento das
celulas dos tecidos representaria uma segunda fonte de fatortecidual, que
desencadearia 0 processo de coagulagdo mais rapidamente ao redor da lesdo
(Rapaport e Rao, 1995).

Com o passar dos anos foram descobertos novos fatores plasmaticos e
tornou-se cada vez mais evidente que o processo de coagulagdo poderia ser
desencadeado por pelo menos dois caminhos distintos. O primeiro, como estabelecido
por Moravitz, seria ativado pela exposicdo do sangue ao fator tecidual, agora
identificado como uma glicoproteina localizada na superficie dos fibroblastos que se
encontram distribuidos estrategicamente por todo o corpo para evitar a hemorragia. A

segunda via foi estabelecida com a observagéo de que o sangue coagula quando em
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contato com a superficie negativamente carregada do vidro, que ativa a proteina
plasmatica denominada Fator de Hageman (fator XII) sem a liberacdo do fator tecidual.
(Rapaport e Rao, 1995). A via dependente do fator tecidual foi denominada via
extrinseca da coagulagdo enquanto que a via independente deste fator foi denominada

via intrinseca da coagulacéo.

As Bases Moleculares da Coagulagio Sangiiinea

A coagulacdo sanglinea é um mecanismo fisioldgico de defesa que garante a
integridade do sistema circulatério em organismos superiores (Furie e Furie, 1988;
lwanaga, 1993). O aparato hemostatico evoluiu de maneira a controlar o balanco entre
dois requerimentos conflitantes da circulagao sanglinea: a manutencéo da fluidez do
sangue, que permite seu fluxo pela arvore vascular, e a capacidade de evitar
hemorragias, através da formagdo de polimeros de fibrina que impedem
mecanicamente a saida do sangue dos vasos quando o tecido é submetido a qualquer

forma de dano (Tuddenham e Cooper, 1994).

A coagulacéo do sangue é resultado da convers&o sequencial de pré-enzimas e
pro-cofatores plasmaticos para suas formas ativadas por meio de duas vias de reacdes
enzimaticas. Estas vias, denominadas vias intrinseca e extrinseca da coagulacéo
sanguinea convergem em uma via comum ap6s a ativacéo do fator X (Figura 1) (Davie
e Ratnoff, 1964; MacFarlane, 1964: Davie, 1995). Embora este "“modelo de cascata” de
reacdes sequenciais tenha facilitado o estudo e a analise do processo hemostatico in
vitro, ele tem se mostrado inadequado para a compreensao do complexo sistema de

regulacéo da coagulagao sanglinea in vivo (Lawson et al.,1994).
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V1A EXTRINSECA

. Danoe Vascular
VIA INTRINSECA Fator Xa - Trombina
Fator Vila - Fator [Xa y

wlrombina Ca* Fator tecidual
Superficie Fator VHa Fator Vi1 AVII
FXIlia . v
Fator teciduyal Fator tecidual

Fator XTI Fator Xlia Ca®

Fator IX Fator 1Xa

Fator VHia
Ca’ FL

Ca? FL
T ——

Fator viTr Fator Xa

Fator IX

Fator X

Fater X

Fator Va
Ca® FL

Fator Xa
Ca FL

Fator vV

Protrombinza

Fator XIii

Fibrinogénio A Ca?
Fibrina Fibrina
! Fator X1ila
Fibring

Figura 1: Vias intrinseca e Extrinseca da Coagulagdo Sangilinea

A ativagio da via extrinseca da coagulagio (lado direito) ocorre apos dano vascular ¢ exposicio do
fator tecidual ao sangue. A via intrinseca (lado esquerdo) pode ser iniciada quando a trombina ¢ gerada,
levando 4 ativagdo do fator XI. As duas vias convergem no processo de ativagdo do fator X. Qs fatores
ativados sdo indicados com a letra miniscula a, ie., Xla, Xa, IXa, etc. FL refere-se ao fosfolipidio.
Retirado de Davie er al. (1991).

Via Intrinseca da Coagulacgdo

Ha mais de 30 anos atrds, duas propostas semelhantes foram
independentemente postuladas e representam a base da via intrinseca da cascata de
coagulacdo (Davie et al.,1991). Esta via inicia-se com a ativagao do fator X1 pela
calicreina, quando em contato com superficies negativamente carregadas, como vidro,

caolina, carbonato de bario, celite, asbestos, acido elagico, dextran sulfato, etc. (via de
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ativagdo por contato) (Davie e Ratnoff, 1964; Tans e Rosing, 1987, Pixley e Colman,
1993). Acredita-se que o ativador fisiologico do fator XTI pode estar presente nas
células vasculares subendoteliais ou na superficie celular endotelial estimulada,
embora este componente ainda nao tenha sido identificado (Bauer et a/.,1990; Pixley e
Colman, 1993). O fator XIla gerade cliva o fator Xl, produzindo o fator XJla, na
presenca de cininogénio de alto peso molecular (Kurachi e Davie, 1977, Brunne ef
al.,1983). O fator Xla, por sua vez, desprende-se da superficie na qual estava aderido
e, na presenga de Ca', promove a convers3o do fator IX em fator IX ativado (FIXa). A
ativagao do fator IX envolve duas clivagens e a liberag@o de um peptideo de ativagao
(DiScipio et al,1978). O fator IXa forma um compiexo trimolecular, denominado
complexo “tenase’, com os fatores VIlla e X, em superficies fosfolipidicas. Na
presenca de ions calcio, o fator VIIla acelera a clivagem e ativagdo do fator X pelo
fator IXa. O fator Xa, por sua vez, liga-se a protrombina (fator II) e ao fator Va, também
em superficies fosfolipidicas, dando origem ac chamado complexo protrombinase. A
protrombina &, entdo, clivada originando trombina. Esta Gltima atua sobre as moléculas
de fibrinogénio promovendo a liberagdo de fibrinopeptideos, com a producéo de
monomeros de fibrina. Estes monémeros polimerizam-se espontaneamente e originam
as redes de fibrina que compdem o codgulo. A trombina é também responsavel pela
ativacdo do fator XIII, uma transamidase plasmatica que garante a estabilizacdo do
coagulo através da formagéo de ligacGes e-(y-glutamil)lisina entre duas moléculas
adjacentes de fibrina. QO fator XIlla também promove a ligagao de proteinas
plasmaticas como fibronectina e a2-antiplasmina as cadeias o da fibrina, resultando na

incorporag&o das mesmas ao coagulo (Davie et a/,1991; Mann e Laszlo, 1993)

Finalmente, a trombina também participa da ativacdo (“feedback” positivo) dos
fatores V, VII, VIII e XI, um processo essencial para a rapida geracdo da propria

trombina e conseqUente formagao dos polimeros de fibrina (Kenneth e Lorand, 1993).

Via Extrinseca da Coagulacao

O sistema extrinseco de coagulacio inicia-se pela agcdo de uma apoproteina

ativa, denominada fator tecidual (FT), integrada na membrana de diferentes tipos
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celulares, e particularmente evidente nas células subendoteliais da parede vascular, no
cerebro e placenta (Ratnoff e Forbes, 1991, Tuddenham e Cooper, 1994). O
rompimento da parede vascular permite que o fator VII presente no plasma se ligue
aos sitios de fator tecidual das células do tecido adjacente, originando ¢ chamado
complexo fator VIlffator tecidual (FVI/FT). Em menores proporcbes observa-se a
formag&o do complexo entre o fator tecidual e o fator VII ativado (FVIIa/FT) que circula
no sangue em pequenas quantidades (Rao e Rapaport, 1988). Este ultimo complexo
realiza a clivagem do fator X, da mesma maneira que o faz o fatorIXa na via
intrinseca, produzindo fator Xa. O fator Xa gerado, por sua vez, é responsavel pela
ativagao do fator VII em complexo com o fator tecidual, amplificando a resposta do

organismo a injuria do sistema vascular (Rao e Rapaport, 1988; Ratnoff ¢ Forbes,

1991). O complexo FVIa/FT é também responsavel pela ativacdo do fator IX (Osterud
e Rapaport, 1977, Hoffman ef al., 1986, Warn-Cramer e Bajaj, 1986), gerando fator IXa,
que atua no complexo "tenase”, descrito na via intrinseca. O fator Xa gerado interage
com o fator Va no complexo protrombinase, responsavel pela formagéo de trombina e

posterior polimerizacéo do mondémeros de fibrina.

Alguns trabalhos demonstraram que o fator Xa também atua na ativagdo do
fator IX, tornando o processo de coagulagao ainda mais complexo (Lawson et
al.,1994). O mecanismo e a cinética de ativacio dos fatores X e IX pelo complexo
FVIla/FT e a propria ativacao do fator IX pelo fator Xa s&o objetos de controvérsia
entre diferentes grupos de estudo. Lawson e Mann (1991) propuseram um modelo gque
explica o papel do complexo FVIIa/TF e dos fatores IX e X na via extrinseca da
coagulacdo sanglinea. Segundo a proposta, o complexo FVIla/FT seria responsavel
pela convers&o de uma pequena quantidade de fator X para fator Xa e fator IX para
fator IXa. O fator Xa gerado atuaria, juntamente com o complexo FVIa/FT, na

clivagem da ligacéo peptidica entre os residuos Arg™-Ala'* do fator IX, produzindo o
intermediario FIXa. Finalmente o complexo promoveria a clivagem da segunda ligacéo
peptidica do fator IX, liberando o peptideo de ativagao e produzindo o fator IXap com
atividade catalitica. O fator IXap, quando em complexo com o fator Vllia propagaria a

ativagéo do fator X (Lawson e Mann, 1991 ).



17

Via Intrinseca Versus Via Extrinseca

A constatacdo de que pacientes com deficiéncia hereditaria em uma das
proteinas plasmaticas do inicio da via de contatc da coagulagao (fator XlIi,
pre-calicreina ou cininogénio de alto peso molecular) ndo apresentam episodios
hemorragicos (Hathaway et al,1965; Colman et a/,,1975) associada & observacao de
que o complexo catalitico FVIla/FT é capaz de ativar ndo somente o fator X, como
tambeém o fator IX (Osterud e Rapaport, 1977), levam & sugestdo de que a via
extrinseca seja a principal responsavel pelo processo de ativagdo da coagulacdo in
vivo (Bauer ef a/,1990). Além disto, ainda nao foi possivel identificar o ativador
fisiologico do fator XII, apesar da via intrinseca ter sido bem caracterizada in vitro. Tais

fatos tornam suspeita a relevancia bicidgica da via de contato da coagulacao na

iniciacao da resposta hemostatica fisiologica (Lawson et al.,1994).

Entretanto, individuos com deficiéncia no fator X1 apresentam quadro clinico
heterogéneo que varia desde os casos assintomaticos até casos com quadro
hemorragico semelhante ao observado nas hemofilias A e B, sugerindo que este
fator pode desempenhar um papel significativo na resposta hemostética (Lawson et
al,1994). Esta hipétese tem sido testada e resultados indicam que o fator Xla
desempenha um potencial papel na amplificagio da taxa de ativagéo intrinseca in vivo
(ten Cate ef al,,1996). Foi demonstrado (Gailani e Broze, 1991, Broze e Gailani, 1993)
que o fator XI pode ser ativado por “feedback’ positivo (retroalimentagéo) pela
a-trombina. Neste modelo, a ativagio do fator X1 tem fung&@o importante na propagacao
da resposta hemostatica apés a iniciag&o do processo de coagulacdo pelo complexo
FVIIa/FT da via extrinseca. Embora esta hipotese apresente fortes evidéncias
experimentais, a possibilidade de iniciacdo da via intrinseca decorrente da ativacao do
fator X1 pela trombina e independente da agéo do fator XII tem sido fortemente
contestada (Brunné ef a/.,1993),

Desta forma, fica atribuida & via extrinseca um papel fundamental na iniciacéo
do processo de coagulacio in vivo, gerando, entretanto, um paradoxo interessante.
Uma vez que o complexo FVIIalFT é responsavel pela iniciagdo da coagulacéo e

considerando-se que este complexo representa um potente ativador do fator X, os
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fatores IXa e VIlla passariam a ser supérfluos no controle da hemostasia (Gailani e
Broze, 1991; Lawson et al,1994). Por outro lado, a ocorréncia dos episodios
hemorragicos ocasionados por deficiéncia nos fatores VIII e IX, correspondentes as
hemofilias Ae B respectivamente, sdo evidéncias diretas da importancia destes fatores
no processoc de coagulagdo sanglinea. O conhecimento das deficiéncias e as
observacbes das complicagdes hemorragicas delas decorrentes tornam evidente a

importancia dos fatores II, V, VII, VI, IX e X na regulacdo da hemostasia,

A analise das propriedades e do mecanismo de agao do inibidor da via do
fator tecidual (TFPI) permitiu a formulagdo de um modelo revisado do processo de
coagulagao (Broze ef al.,,1988) que concilia os resultados obtidos in vitro e explica os

requerimentos fisioldgicos das vias intrinseca e extrinseca para regulacdo da

hemostasia do sistema circulatério,

Neste modelo, a coagulacéo inicia-se com a lesdo da superficie endotelial e a
exposicdo do fator tecidual ao fator Vila presente no plasma, originando o complexo
FVIIa/FT. Este complexo ativa pequenas quantidades de fator IX e fator X. Com a
geragao do fator Xa o efeito inibitério do TFP| passa a se manifestar e, deste modo, a
prevenir a ativacao dos fatores X e IX pele complexo FVIla/FT. Nestas condicdes, a
ativag@o do fator X passa a depender da agao do complexo FIXalFVIlla. O fator IXa é
resultante da acgdo inicial do FVIIa/FT e da ativagédo suplementar promovida pelo
fator XIa (Broze ef al.,1988; Rapaport, 1889: Broze ef al.,1990; Gailani e Broze, 1991).

Este modelo sugere que a via extrinseca desempenha um papel importante na
iniciagdo do processo de sintese da fibrina enquanto que a via intrinseca é
responsavel principalmente pela manutengao e amplificagdo da formacdo da fibring
na cascata de coagulagdo in vivo (Davie ef al.,1991; Broze e Gailani, 1993; ten Cate ef
al., 1996),

Hoffman et al. (1986) demonstraram que os fatores IXa e Xa gerados na fase
inicial do processo de coagulac@o pelo complexo FVIa/FT desempenham papéis
fisiologicos distintos. A principal fungéo do fator Xa parece ser a ativacdo de plaquetas

pela geracdo de pequena quantidade de trombina na proximidade das mesmas. O



19

fator IX, por sua vez, seria responsavel pelo aumento da producio de trombina através

da ativag&o do fator X na superficie das plaquetas ativadas.

Regulagdo da Coagulagao Sangiiinea

Para a manutengéo da hemostasia e integridade do sistema vascular torna-se
evidente a necessidade de um complexo sistema de regulagdo e controle da
coagulagao sanglinea (Rosemberg e Rosemberg, 1984). Este controle é realizado por
diferentes inibidores das proteases que atuam no processo de coagulagio ou pela via
da proteina C. As enzimas proteoliticas envolvidas na coagulagdo sanguinea
(trombina, fatores Xla, Xa, IXa, VIia, proteina C etc) apresentam em seu sitio ativo
uma triade catalitica constituida pelos residuos serina, histidina e acido aspartico
caracteristica das denominadas serina proteases do tipo tripsina. Os inibidores das
serina proteases podem ser divididos em dois grupos principais: as serpinas e as
kuninas (Salvesen e Pizzo, 1994). Os principais representantes das serpinas e kuninas
nas reacOes da coagulagéo sanglinea s&o, respectivamente, a Antitrombina Il (ATHI)

e o Inibidor da Via do Fator Tecidual (TFPI), descritos a seguir.

Antitrombina il

O plasma humano contém uma familia de inibidores de serina proteases,
conhecidos como serpinas, cuja fungio é neutralizar enzimas ativas de varios sistemas
fisiologicos, tais como coagulacéo, fibrindlise e sistema complemento, e limitar danos

autopatoidgicos.

A principal serpina que atua na regulacdo da cascata de coagulacdo é a
antitrombina lil. Este inibidor plasmatico é capaz de inativar as serina proteases da via
intrinseca, incluindo fatores Xla, IXa, Xa e trombina, & em menor proporgao, inibir a
atividade do complexo FVIIa/FT (Tuddenham e Cooper, 1994). A antitrombina Il forma
complexos com 0s fatores ativados interferindo, deste modo, na atividade enzimatica
destas enzimas da cascata de coagulagio. Entretanto, a inibicdo da trombina, fator IXa

e fator Xa pela antitrombina | atinge niveis muito baixos e insuficientes para prevenir
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O processo de coagulagdo. Estas taxas sdo dramaticamente aumentadas peila
heparina, um complexo de glicosaminoglicanos polisulfatados que se liga a
antitrombina Il e atua sobre esta ultima provacando modificagbes conformacionais na
molécula, neutralizando cargas no centro reativo e induzindo a formagado de complexos
ternarios entre as proteases, o inibidor e a heparina (Evans ef al,1992: Oison et
al.,1992). Estudos revelam que heparan sulfato, um oligossacarideo tipo heparina, com
atividade anticoagulante, é encontrado na superficie de células do endotélio vascular

(Damus et a/,1973: Marcum e Rosenberg, 1984).

Outros inibidores plasmaticos de proteases que apresentam papel significativo
na regulacao da coagulagdo sangiinea foram identificados e caracterizados e incluem

cofator heparina I, ol-antitripsina, «2-antiplasmina, inibidor do ativador de

plasminogénio 1, inativador de C1. inibidor de proteina C ativada e inibidor da via

extrinseca.

Inibidor da Via do Fator Tecidual {TFPI)

O inibidor do fator tecidual foi originaimente denominado inibidor da coagulagao
associado a lipoproteina (LACI- “Lipoprotein-Associated Coagulation Inhibitor”) por
Broze et al. (1988) e inibidor da via extrinseca (EPI - “Extrinsic Protein Inhibitor”) por
Rao e Rapaport (1987). Esta proteina foi inicialmente isolada de uma linhagem celular
de hepatoma (HepG2) (Broze e Miletich, 1987), e é também produzida in vitro por
linhagens de células endoteliais, linhagens de células tipo mondcito, células de
pulméo, rim e pancreas (Broze et al., 1 990). As células responsaveis pela sintese do
inibidor in vivo ainda nao foram determinadas. O TFPI é um inibidor de serina protease
que cortem uma seqléncia amino-terminal acida seguida de trés dominios do tipo
Kunitz e uma regido carboxi-terminal basica (Wun et al,1988). Os inibidores desta
familia (kuninas) atuam por um mecanismo comum no qual o inibidor simula a forma do
substrato da protease e subseqlentemente promove a clivagem desta enzima. Em
termos cinéticos os inibidores do tipo Kunitz tipicamente produzem uma inibicéo lenta,

forte, competitiva e reversivel (Broze ef al.,1990).
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Este inibidor, como o préprio nome sugere, € responsavel pela inativagdo do
complexo FVIIa/FT. O mecanismo proposto para esta inibicdo envolve a formacgéo de
um complexo quaternario constituido de fator Xa, TFPI, fator VIia e fator tecidual e
divide-se em duas etapas . No primeiro passo, o fator Xa se liga a arginina do centro
reativo do segundo dominio tipo Kunitz do inibidor e € neutralizado em uma reacdo
independente de ions calcio. Em um segundo passo, ocorre a ligagdo dos complexos
TFPIFXa e VIIa/TF, em uma reagéo na qual o fator Vila liga-se a lisina do centro
reativo do primeiro dominio tipo Kunitz. Desta maneira estabelece-se o complexo
quaternario com conseqlente perda de atividade catalitica do complexo FVHa/FT, em
um processo Ca**-dependente (Broze et al, 1988, Rapaport, 1991; Rapaport e Rao,
1995).

Via da Proteina C Ativada

A inibicdo da sintese de trombina provocada pela proteina C representa a
principal via de controle da coagulagdo sangiinea (Ratnoff e Forbes, 1991). A proteina
C circula na corrente sangiinea como um Zimoégeno de uma serina protease e &
ativada pela prépria trombina (Kisiel et al,1977; Kisiel, 1979) quando esta encontra-se
ligada a um receptor presente nas células endoteliais intactas, denominado
trombomodulina (Owen e Esmon, 1981; Esmon et al,1982). A ativagao da proteina C
se da pela clivagem de uma Unica ligagcéo peptidica na extremidade amino-terminal da
cadeia pesada da proteina, que resulta na liberagdo de um pequeno peptidec de
ativagéo (12 aminoécidos) (Kisiel, 1979). A proteina C ativada atua especificamente na
protedlise limitada dos fatores Va e VIla, importantes cofatores da cascata de
coagulacao, inativando-os completamente. Para esta reacéo, a proteina C ativada

tambeém requer a ligacdo de um cofator, a proteina S (Walker, 1980), uma glicoproteina
plasmatica sintetizada pelas células endoteliais e pelo figado. O complexo proteina C/
proteina S atua sobre os fatores Va e Vllia, na superficie fosfolipidica de plaquetas ou

no endotélio, na presenca de ions calcio.

Diferente de outras serina proteases que atuam na coagulacdo sangiinea, a

proteina C ativada nao é inativada pela antitrombina I, mesmo na presenca de
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heparina. A agéo anticoagulante da proteina C é neutralizada por um inibidor
plasmatico especifico, denominado inibidor da proteina C, de acordo com sua funcao
(Suzuki et al,1983).

Hemofilia

Hemofilia € uma doenga hemorragica hereditaria recessiva, decorrente de
defeitos nos genes localizados no cromossomo X que codificam para as proteinas que
atuam na cascata de coagulagdo sanguiinea. Deficiéncias de atividade do fator VIII
acarretam a denominada hemofilia A ou hemofilia classica, que representa cerca de

85% do total destas doengas hereditarias, enquanto gue defeitos no fator IX
caracterizam a hemofilia B, responsavel por aproximadamente 15% dos casos de

hemofilia descritos (Broze e Miletich, 1987). Qutros fatores de coagulagao, tais como
fator v, fator VII, fator X e fator XI protrombina e fibrinogénio podem apresentar
deficiéncias com conseqlente quadro hemorrdgico do portador homozigoto. Estes
casos apresentam freqUéncia muito baixa e n&o sdo denominados hemofilias, uma vez

que os genes responsaveis pela codificagio destas proteinas s&o autossdmicos.

A existéncia de dois tipos de hemofilia foi proposta inicialmente em 1947 quando
Pavlovsky misturou plasma de dois individuos com quadro clinico caracteristico de
hemofilia grave e observou que o tempo de coagulagio tornou-se normal. Entretanto, a
hemofilia B foi caracterizada completamente somente cinco anos mais tarde, em 1852,
por trés grupos independentemente, os quais determinaram que © quadro hemorragico
era decorrente da deficiéncia em um fator de coagulagao diferente do fator VIll
(Aggeler et al,1952; Biggs et al,,1952; Schulman e Smith, 1952).

As hemofilias A e B sao clinicamente indistiguiveis e podem se expressar nas
formas leve, moderada e grave de acordo com a atividade coagulante residual do
fator envolvido. O quadro clinico mostra-se grave quando 0s niveis de atividade
coagulante apresentam-se menores que 1% da atividade normal do fator no plasma de
individuos nado afetados. Os casos moderados caracterizam-se por uma atividade de

1% a 5% dos valores normais, enquanto que a hemofilia leve é caracteristica de
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individuos com atividade residual do fator superior a 5% até 30% da normal (Lozier e
Brinkhous, 1994). Os sangramentos ocorrem espontaneamente nos casos graves e
menos comumente nos moderados. Nos individuos que apresentam hemofilia leve sao

observados sangramentos geralmente apos intervengédo cirdrgica.

A incidéncia de hemofilia A nos diversos grupos étnicos é variavel, com valores
aproximados de 1 caso para cada 5000 a 10.000 nascimentos de homens. A
hemofilia B, por sua vez apresenta uma incidéncia aproximada de 1 caso para 25.000 a
30.000 individuos do sexo masculino (Thompson, 1986; Brownlee, 1988; Chan ef
al,1991; Giannelli ef al,1996). No Brasil, a incidéncia de hemofilia (A e B)
possiveimente apresenta-se superior a 1:20.000 nascimentos de homens. Entretanto, a

analise das diferentes regides do Brasil indicou um ndmero inferior ac esperado, 0 que

pode ser explicado pela dificuldade de diagndstico observada nas diversas regides

(excluindo a regido sudeste) e auséncia de registros dos pacientes (Melo, 1989).

O quadro clinico da hemofilia inclui hemartroses, hemorragias musculares e em
outros tecidos e em cavidades decorrentes de trauma ou mesmo espontaneas. As
hemartroses s&o as complicagdes hemorragicas mais comuns do aparelho locomotor
sendo as articulagbes dos joelhos, cotovelos e tornozelos as mais comumente
acometidas. A hemorragia intracraniana esta entre os problemas mais graves que
afetam os hemofilicos e foi a principal causa de morte por nesta doenca até o

aparecimento da sindrome da imunodeficiéncia adquirida nos anos 80.

Hemofilia B

A hemofilia B & uma doenga hemorragica hereditaria resultante da deficiéncia ou
auséncia da atividade do fator IX (FIX:C) na cascata de coagulacao sangiiinea (Green

ef al,1989). A doenga apresenta padrio de heranga Mendeliana recessiva e

encontra-se ligado ao cromossomo X e como conseqiiéncia observa-se que a
hemofilia B limita-se quase exclusivamente a individuos do sexo masculino, enquanto
que as mulheres apresentam-se apenas como portadoras da deficiéncia. A prevaléncia
da hemofilia B no Brasil é similar aquelas verificadas em todas as populaces

estudadas até o momento. A analise de 52 Instituicdes de atendimento as
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coagulopatias no Brasil revelou que 86% dos casos de hemofilia correspondem a

hemofilia A e 14% representam casos com hemofilia B (Melo, 1989).

Cerca de um ter¢o dos casos de hemofilia B s&o decorrentes de mutacbes

esporadicas (Roberts, 1993), um nivel semelhante aquele observado para hemofilia A.

Fator IX

O fator IX é uma glicoproteina precursora de uma serina protease dependente
de vitamina K que desempenha importante pape! nas vias intrinseca e extrinseca da

coagulagéo sanglinea (Figura 2).
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Figura 2: Diagrama do Gene do Fator IX e Seus Dominios Protéicos

Acima: Representagio esquematica do gene do fator IX mostrando os § exons (1-8) separados pelas
seqiiéncias correspondentes aos introns. Abaixo: Dominios do fator IX. Os nimeros indicam a posicio dos
residuos de aminoacidos que delimitam os diferentes dominios. As areas em cinza correspondem as regides
que sdo clivadas antes da secregio na corrente sangiiinea ou durante o processo de ativagdo do fator IX. As
linhas pontilhadas indicam o segmento da proteina codificado por cada exon. Pré = pre-peptideo, Pro =
pro-peptideo, Gla = regifio com 1! residuos de glutamato y-carboxilados, H = dominio hidrofobico,
EGF-Tipo B = dominio tipo EGF com um sitio de alta afinidade por Ca™, EGF-Tipe A = dominio tipo
EGF sem sitio para ligacio de Ca"’, Ativaciio = seqiiéncia peptidica clivada no processo de ativagdo do
fator IX ¢ Catalitico = dominio serina protease contendo a triade catalitica His®, Asp™ ¢ Ser’™. Retirado
de Giannelli e al. (1992).
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O fator IX é sintetizado primariamente no figado como um pré-pro-peptideo de
cadeia Unica (Kurachi e Davie, 1982: Salier et al.,1990). Esta molécula é submetida a
varias modificagbes durante e ap6s o processo de tradugdo com subseqiiente secrecéo
na corrente sanglinea. Estas modificagdes incluem a clivagem do peptideo-sinal e do
pré-peptideo, glicosilagdo, B-hidroxilacdo do residuo Asp™, formagdo de pontes
dissuifeto e y-carboxilagdo dos 12 residuos de &cido glutdmico do dominio Gla na
extremidade N-terminal da proteina. O fator IX liberado na corrente sanguinea
apresenta-se como um zimogeno de peso molecular aproximado de 57.000 (incluindo
17% de carbohidrato) (DiScipio ef al.,1978) constituido por 415 aminoécidos. Esta
molecula precursora é ativada pelo fator Xla efou pelo complexo FVIIA/FT que

promovem uma protedlise limitada em seu sitio de ativagéo (Kurachi et al., 1 992).

A estrutura priméria do fatorIX foi parcialmente determinada por
sequenciamento da proteina e inteiramente deduzida a partir dos dados da seqléncia
do cDNA correspondente ao gene (Choo et al.,1982: Kurachi e Davie, 1982).

O mRNA que codifica para o gene do fator IX humano apresenta trés possiveis
sitios de iniciagdo da traducdo, que correspondem aos residuos de metionina nas
posicbes -46, -41, e -39 em relacdo & tirosina da extremidade amino-terminal da
proteina madura. Estudos de comparagdo da sequéncia do gene do fator IX de
diferentes espécies sugerem que a metionina na posicac -39 seja o provavel sitio de
iniciagao da tradugéo em humanos (Larson e High, 1992). Este sitio também coincide
com a seqléncia consenso para iniciacdo da traducdo em eucariotos, proposta por
Kozac (1986).

A controversia acerca do sitio exato de inicio da tradugéo mantém indeterminado
0 ndmero de residuos de aminoacidos encontrados na seqUéncia pré-pro-lider
presente na extremidade N-terminal do precursor da proteina madura que circula na
corrente sangtinea. O pré-peptideo consiste dos primeiros aminodacidos da molécula
precursora e constitui um tipico peptideo-sinal hidrofébico, que possibilita a secrecdo
da proteina do hepatécito para o sangue. Esta seqiéncia é liberada do fator IX, antes
da sua secrecdo, pela agdo de uma peptidase sinal que cliva a proteina entre os

residuos de amino&cido Cys™ e Thr'®.



26

O pro-peptideo compreende os 18 residuos seguintes e € altamente homologo
aos dominios encontrados em outras proteinas da coagulacdo dependentes de
vitamina K, tais como, protrombina, fator X, fator VII, proteina C e proteina S (Pan e
Price, 1985). Esta seqliéncia de aminoacidos constitui um sitio necessario e suficiente
para o reconhecimento da y-carboxilase dependente de vitamina K que atua na
carboxilagéo dos residuos de &cido glutdmico adjacentes ao pro-peptideo (Foster et
al, 1987, Jorgensen et al,1987). O pré-peptideo, assim como o peptideo-sinal, é
clivado antes da secrecdo e a enzima supostamente responsavel por este processo é a
serina protease tipo subtilisina denominada PACE/furina (Bristol et al.,1993; Wasley et
al., 1993).

O fator IX circulante apresenta seis dominios estruturais claramente definidos:

um dominio N-terminal que contém residuos y-carboxiglutdmicos, uma pequena
sequéncia hidrofébica, dois dominios tipo fator de crescimento epidérmico (“"EGF-like"),
um peptideo de ativagdo e um dominio catalitico do tipo serina protease na
extremidade C-terminal. Estas estruturas apresentam alta homologia com os
respectivos dominios que constituem os fatores VII, X e proteina C (Furie e Furie,
1988).

Nos primeiros 40 aminoacidos da proteina madura s&o observados 12 residuos
de acido glutdmico que, apds o processo de tradugdo, sofrem a carboxilacdo do
carbono vy, originando os residuos de acido y-carboxiglutamico observados na
extremidade N-terminal da proteina circulante (Bucher et al,1976;, Fryklund ef
al.,1976). Este dominio, rico em 4cido glutamico, foi denominado dominio ou regiao Gla
e é encontrado em todas as proteinas da coagulagdo dependentes de vitamina K. O
dominio Gla constitui um importante sitio para ligagéo de Ca™ (Morita ef al.,1984) e
também e requerido para ligagdo do fator IX as membranas fosfolipidicas (Jones et
al.,1985). A ligagdo de Ca™ as cargas negativas do grupo carboxil promove uma
modificacdo nas estruturas secundaria e terciaria da proteina, com formagéo de
segmentos de a-hélice e estruturas em forma de lago ("loop™) em sua extremidade
amino terminal. Esta conformacdo, estabilizada pela ligacdo dos ions calcio, é

essencial para fungdo bioldgica das proteinas dependentes de vitamina K, incluindo o
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fator IX (Furie e Furie, 1995). Observagdes recentes indicam a presenca de sitios
especificos para a ligagéo de Mg™ no dominio Gla do fator IX (Sekiya et al.,1996), que
tambem seriam responsaveis por alteracbes conformacionais na moiecula, promovendo
0 aumento da atividade coagulante desta serina protease (Sekiya ef a/,1995; Sekiya et
al,1998). Estudos demonstram que o dominio Gla e/ou os dominio tipo EGF
apresentam um sitio para a interagdo do fator IXa com o seu cofator, o fator Vilia
(O'Brien ef a/,,1995), Além disto, a regido Gla possibilita a interaczo do fator IX com um
suposto receptor de céiula endotelial, juntamente com os dois médulos tipo EGF
descritos abaixo (Ryan ef al., 1989: Stenflo, 1991).

Entre a regido Gla e os dominios tipo EGF observa-se um pequeno segmento de

aminoacidos aromaticos cuja sequéncia consenso, obtida pela comparacéo dos fatores

VIL IX, X, protrombina e proteina C & Phe-Trp-X-X-Tyr. Este dominio hidrofébico
forma uma hélice anfipatica na protrombina (Tulfinsky, 1991) e acredita-se que esta
mesma estrutura possa ser observada nas demais proteinas que apresentam esta
regido. A funcdo bioldgica desta seqiéncia hidrofdbica nao foi determinada, mas
estudos com fator X e protrombina demonstraram que, na presenca de Ca*®, o dominio
Gla forma heterodimeros com regides de proteinas homoélogas e a hélice anfipatica

serviria para orientar os dimeros em posi¢ao paralela (Harlos et af., 1 S87).

Apos a pequena hélice hidrofébica sao observados dois dominios constituidos
por cerca de 40 residuos de aminoacidos cada, gue apresentam alta homologia com o
fator de crescimento epidérmico e séd, por esta razdo, denominados dominios tipo
EGF. A seqléncia consenso destes dominios é constituida por seis residuos de
cisteina que dao origem a trés pontes dissulfeto intracadeia (Stenfio, 1891). O primeiro
dominio tipo EGF do fator IX apresenta um sitio que se liga com alta afinidade a um
tnico fon Ca’ (Handford et al.,1990). Estudos de ressonancia nuclear magnetica
(NMR) dos dominios tipo EGF isolados do fator IX demonstraram que os residuos
Aspﬂ, Asp“g e Asps'1 estédo diretamente envolvidos na ligagéo do ion célcio (Cooke et

al., 1987 Rees et al., 1988).

Os médulos tipo EGF das proteinas plasmaticas dependentes de vitamina K

sofrem modificagbes pos-traducionais. No fator IX ocorre a hidroxilacdo do &cido
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aspartico na posicdo 64, um processo que origina o acido eritro-p-hidroxiaspartico
(Hya). Entretanto, esta hidroxilacdo é observada em apenas cerca de 30% das
moléculas da proteina (Fernlund e Stenflo, 1983). Estudos demonstraram que a
hidroxilagéo do residuo Asp® nao altera a especificidade de ligagdo com o calcio e que
0 grupo hidroxil ndo é o ligante direto do ion nos dominios tipo EGF (Sunnerhagen et
al,1993). Apesar disto nfo se descarta a existéncia de uma possivel funclo bioldgica
para a hidroxilag&o do acido aspartico no fator IX e acredita-se que o Hya desempenhe
algum papel nas interagbes entre os modulos EGF e os demais dominios do fator IX
e/ou modulos de outras proteinas (Sunnerhagen ef a/,1993). O primeiro dominio tipo
EGF do fator IX humano apresenta um dissacarideo ligado ao residuo serina da
posi¢ao 53 (Nishimura ef al.,1989) e um tetrassacarideo ligado & serina na posicao 61

(Nishimura ef al,1992). A fungdo do carbohidrato ligado as serinas e a enzima

responsavel pela glicosilacdo do modulo tipo EGF ainda nado foram determinadas
(Stenflo, 1991).

Existemn evidéncias que sugerem que os dominios tipo EGF contribuem para a
ligagéo do fator IX a um suposto receptor de célula endotelial (Ryan et al,1989) e que
a extremidade carboxi-terminal deste dominio interage com o fator Villa (Astermark e
Stenflo, 1991; O'Brien et al.,1995). Além disto, o dominio EGF pode atuar como um
espacador que permite o posicionamento correto do dominic catalitico do fator IX em
relagao ao dominio de ligacdo da proteina as superficies fosfolipidicas, para a

interag&o apropriada com o substrato da reacao, o fator X (Stenflo, 1991).

O dominio adjacente ao segundo médulo tipo EGF € denominado peptideo de
ativagdo e corresponde a um segmento de 35 residuos de aminoacidos com peso
molecular de 10.000. Neste peptideo sdo observados dois sitios de glicosilacdo, nos
residuos Asn'™’ e Asn'®". O fator XIa e o complexo FVIIa/FT clivam duas ligaches
peptidicas entre os residuos Arg'®-Asn'™ e Arg'™.val™ do fator IX e liberam o
peptideo de ativacdo na corrente sanguinea (DiScipio et a/.,1978). A clivagem deste
peptideo ativa o precursor, originando o fator IXa que apresenta atividade catalitica e
atua na protedlise e ativacéo do fator X, na presengca do fator VIlla, Ca™ e fosfolipideo.

O peptideo de ativagdo parece nao desempenhar nenhuma outra fungdo no fator IX
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(Tuddenham e Cooper, 1994). Além disto, estudos comparativos mostram gue esta
sequéncia nao apresenta muita identidade entre as diferentes espécies analisadas
{Sarkar ef al.,1990).

Na extremidade carboxi-terminal da proteina encontra-se o dominio catalitico
que abrange os residuos de aminoacidos 181 a 415. Este dominio apresenta alta
homologia com os sitios ativos das enzimas tripsina, quimotripsina, elastase, trombina
e fator X (Katayama et al,1979). Estas proteinas pertencem ao grupo das chamadas
serina proteases, caracterizadas pela presenca de uma ftriade catalitica serina,
histidina e acido aspartico no sitio ativo (Garrett e Grisham, 1995), especifica para a
hidrolise de ligagbes peptidicas contendo arginina e lisina. Modelos hipotéticos da

estrutura tridimensional dos fatores IXa e Xa foram gerados em computadores, com

base na homologia de sequéneia destas proteinas e no conhecimento prévio da
estrutura terciaria obtidas pela analise cristalografica das serina proteases do sistema
digestivo. A andlise comparativa destes modelos mostra uma aita homologia das
estruturas localizadas no interior do centro catalitico e em seus sitios ativos, enquanto
que na superficie encontram-se as regides denominadas variaveis. Estas regides
seriam, supostamente, responsaveis pelo reconhecimento e pela ligacdo do substrato,

ou seja, pela especificidade de cada enzima {(Furie ef a.,1882)

O dominio serina protease do fator IX apresenta um sitio com alta afinidade por
Ca" localizado no segmento que abrange os aminodcidos 231 a 265. Supde-se que
este segmento peptidico assuma a conformagéo de um lago na superficie da molécula
€ que esteja envolvido na ligacdo do fator IXa ao seu cofator, o fator VIlla (Bajaj et
al.,1992). Este tipo de estrutura secundéria também é observada nas demais serina

proteases da cascata de coagulacéo, como fator VII, proteina C e fator X,

Ativagdo do Fator IX

O fator IX € liberado na corrente sanguinea como um zimégeno de uma serina
protease de cadeia Unica, e desta forma nio apresenta atividade enzimatica. A

ativagdo do precursor ocorre em duas fases (Figura 3) (DiScipio et al,1978). No
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primeiro passo, a ligagéo peptidica dos rediduos Arg'*-Ala'*® ¢ clivada (clivagem «),
originando um intermediario (fator IXa) constituido de duas cadeias polipeptidicas
ligadas por uma ponte dissulfeto. O FIXa tem sido caracterizado como um
intermediario desprovido de atividade enzimatica (DiScipio et al,1978: Lawson e Mann,
1991), mas trabalhos recentes demonstraram que apesar deste intermediario nao
apresentar atividade proteolitica, o que impossibilita a clivagem e ativacdo do fator X,
ele apresenta uma atividade amidolitica (Lenting ef al.,1995). No segundo passo ocorre
a clivagem da ligagao Arg’®-Val™ (clivagem B) com a liberagéo do peptideo de ligagdo
e producdo do fator IXap com atividade serina esterase (DiScipio et a/,1978). A
analise comparativa da proteina precursora e do fator IXap com os intermediarios FIXa

¢ FIXaa, resultantes da clivagem das ligagdes peptidicas Arg'*-Ala' e Arg'®-val'

respectivamente, possibilitou a determinagdo do papel da clivagem Arg'®-Ala'® na
ativacdo do fator IX. Esta clivagem parece desempenhar um papel importante na
formagédo do complexo fator VIII/Fator IX, pois garante a exposicio do sitio de ligagao
do fator IX a cadeia leve do fator VIlla. A atividade proteolitica do fator IXap depende

diretamente da exposicao do sitio de ligacdo do seu cofator {Lenting et a/,,1995).

O fator IX ativado apresenta uma cadeia leve N-terminal, correspondente aos
dominios Gla, EGF-1, EGF-2, e uma cadeia pesada C-terminal, que representa o
dominio catalitico serina protease, conectadas por uma ponte dissulfeto formada pelos
residuos cisteina nas posigcdes 132 e 279. Acredita-se que apos a clivagem da ligacéo
B o residuo N-terminal do dominio catalitico Val'' forme um par iénico com o residuo
Asp™® adjacente ao sitio ativo serina da enzima, de acordo com o observado nos

estudos do mecanismo de agdo da quimotripsina (Handford et al.,1991).

O fator IX pode ser ativado pela agéo proteolitica do fator Xla, um componente
da via intrinseca da coagulagdo (Fujikawa et af. 1974 DiScipio ef al/.,1978), ou pela
atividade do complexo FVIIa/FT, constituinte da via extrinseca (Osterud e Rapaport,
1977), sempre na presenca de Ca'. Como descrito anteriormente, o fator IX também
pode ser ativado pelo fator X, na presencga de fosfolipidios e Ca® (Lawson e Mann,
1991). Independente do fator que esta atuando na ativacdo do fator IX, este processo

se dé de maneira idéntica, segundo o processo descrito acima.
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Figura 3: Representagao Esquematica das Vias de Ativacdo do Fator IX

O complexo enzimatico FVIIa/FT ¢ o fator Xla catalisam a clivagem das ligagdes peptidicas no
fator IX, produzindo o fator IXaB. Uma das vias da ativagio do fator IX envolve a clivagem da ligacio
Arg'®.Alal seguida da clivagem da higagdo Arg'*-val'® (passos 1 e 2) com a produgdo do intermediario
denominado fator IXo. A segunda via de ativagdo do fator IX caracteriza-se pela clivagem da ligagdo
Arg""-Val™' seguida da clivagem da ligagio Arg"®-Ala", que origina o intermediario denominado
fator IXaa. Retirado de Lawson, J. H. ¢ Mann, K. G. (1991).

O Gene do Fator IX

A clonagem do mRNA (Choo et al,1982; Kurachi e Davie, 1982) e do DNA
genomico do gene do fator IX humano possibilitou a caracterizagéo de sua sequéncia

nucleotidica completa (Yoshitake et al,,1985). O gene do fator IX abrange cerca de
33,5 kb (Yoshitake et al,1985) e localiza-se na porcéo distal do braco longo do
cromossomo X, na posigdo Xq27.1, proximo ao sitio do X fragil (Chance et a/,1983;

Purrello et al,1985). O gene & composto por sete introns e oito exons, estes ultimos




32

representando apenas 4% da sequéncia nucleotidica (Thompson, 1986) e
responsaveis por codificarem os oito dominios do fator IX (Figura 2). O cDNA do
fator IX apresenta cerca de 2,8 kb e contém uma extensa extremidade 3
nado-traduzida. Embora o papel desta regido ndo tenha sido determinado, s&o
observados duas possiveis estruturas em forma de grampo (“stem loop”) que podem
desempenhar alguma fungdo na regulacdo da sintese da proteina (Roberts, 1993),
como ja demonstrado em outros casos ((Birnstiel ef al.,1985; Jackson e Standart, 1990;
Eckner et al,,1991; Manley e Proundfoot, 1994).

O gene do fator IX apresenta alta homologia de estrutura e organizacdo com
outros fatores plasmaticos dependentes de vitamina K, tais como FX, FVII e proteina

C. Estas proteinas apresentam dominios comuns e tal observacéo enfatiza a idéia de

que a evolugdo de uma nova proteina ocorre pela duplicacdo, transposicdo e
modificac&o génicas ou por embaralhamento (‘shuffling”’) de exons (Patthy, 1985,
Brenner, 1988). Neste ultimo modelo, a transferéncia de modulos enire as proteinas
com homologia de segdéncia pode ser facilitada por pareamento imperfeito e
recombinacg&o (“cross-over”) dupla ou por conversdo génica (Patthy, 1985). Cada um
dos exons pode ser considerado um mobdulo que codifica um dominio homoiogo em

cada proteina.

Os genes dos fatores IX, X, VII e proteina C apresentam oito exons. O exon 1
codifica o dominio correspondente ao pré-peptideo ou peptideo-sinal. O exon 2 origina
0 médulo pro-peptideo e o dominio Gla. Como citado anteriormente, o pro-peptideo
contém o sitio de reconhecimento da y-carboxilase, responsavel pela carboxilacdo dos
residuos de acido glutdmico do dominio Gla (Foster et al,1987). O fato destes
dominios localizarem-se em um mesmo exon sugere a conexao funcional destas duas
regiGes. O exon 3 é responsavel por codificar o pequeno segmento de aminoéacidos

aromaticos observado entre os dominios Gla e EGF-1. Por sua vez, os exons 4 e 5 dao
origem aos dominios EGF-1 e 2, respectivamente.
A ativagdo das pro-enzimas requer a clivagem proteolitica em sitios que sdo

especificos para cada uma das proteinas plasmaticas. O exon 6 € responsavel por

codificar a seqiéncia de aminoacidos que assume a conformacdo que define a
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especificidade da reacdo proteolitica. No gene do fator IX este exon codifica o
peptidec de ativac@o liberado apds a clivagem de duas ligacdes peptidicas nas
extremidades deste dominio. Por fim, o modulo catalitico é codificado pelos exons 7 e
8. Os residuos que constituem a triade catalitica encontram-se dispersos entre os dois
exons - histidina e codificada pelo exon 7 enquanto o acido aspartico e a serina sdo
codificados pelo exon 8 (Furie e Furie, 1988). O exon 8 também codifica a grande

regiao 3’ ndo-traduzida.

Detecgdo de Portadoras do Gene da Hemofilia B

A determinagao precisa das mutagdes responsaveis pela hemofilia B permite a

detecgao da portadora e o diagnostico pré-natal, de maneira informativa na maioria dos

casos da doenga (Larson e High, 1992). Apesar do desenvolvimento de tratamentos
modernos para hemofilia baseados na reposicéo do fator de coagulagéo deficiente no
plasma, a natureza crénica da doenga, a necessidade de repetidas infusdes
intravenosas e o alta risco de infec¢des por virus como hepatite e HIV, faz com gue
mulheres, em cuja familia séo verificados casos de hemofilia, queiram conhecer 0s
riscos de transmissdo da doenga para seus descendentes (Brécker-Vriends et
al.,1992).

Embora a medida da atividade coagulante do fator IX tenha sido utilizada no
reconhecimento da portadora do gene defectivo do fator IX, este dado n&o prové um
diagnostico conclusivo. Isto se deve ao fato de que o nivel de atividade coagulante do
fator IX obtido da anélise de portadoras muitas vezes se sobrepde a faixa dos valores
considerados normais, impossibilitando seu reconhecimento (Orstavik et al.,1979). Foi
demostrado que apenas 2% das mulheres obrigatoriamente heterozigotas apresentam

atividade reduzida do FIX:C. Por sua vez, o diagnéstico pré-natal baseado em ensaios

de coagulacdo no sangue do feto mostra-se limitado pelo fato de poder ser realizado
apenas no segundo trimestre da gravidez e por apresentar risco de sangramento no
processo de pungéo do corddo umbilical (Mibashan et al.,1979). Para a determinac¢éo

precisa da portadora e diagnostico pré-natal tornou-se necessaria a identificacdo exata
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da alterag@o molecular responsavel pela hemofilia B ou determinacgéo de polimorfismos

ligados a mesma.

Tecnicas moleculares, como a andlise dos polimorfismos de fragmentos de
restricao (RFLP - "Restriction Fragment Lenght Polymorfism”) tanto por “Southern blot”
quanto por amplificacgo de fragmentos especificos (PCR), seguida de digestdo com
enzimas de restricho também apresentam limitacdes para deteccdo precisa de
portadoras (Green et al,1989). O estudo de ligacdo de sitios polimérficos requer
heterozigosidade da portadora. O equilibrio de Hardy-Weinberg mostra gue quando a
freqiéncia de dois alelos na populagdo é igual (p=0=0,5), a frequéncia de
heterozigotos & de somente 50%. Assim, mesmo em uma taxa de distribuicdo alélica

favoravel, um unico polimorfismo intragénico sera (til em apenas metade dos casos. A

utilizacdo de multiplos sitios polimérficos independentes aumenta a proporcao de
individuos heterozigotos para um ou demais polimorfismos analisados. Entretanto,
estudos tém demonstrado que alguns dos sitios polimérficos intragénicos do gene do

fator IX apresentam-se em desequilibrio de ligagdo (Graham et a/,,1985).

A analise de polimorfismo de fragmento de restrigdo (RFLP) ¢ eficaz na ligacdo
do gene afetado em apenas 80% dos casos de hemofilia em Caucaséides, com 99% de
confiabilidade quando seis sitios intragénicos sdo utilizados (Winship e Browniee,
1986). Além disto, & verificada uma grande variagédo na incidéncia de heterozigosidade
entre diferentes grupos étnicos (Graham et al,1991). Em Negroides, os sitios 5
Bam HI e Bam HI no intron 3 sdo Uteis para andlise da portadora enquanto que em
Caucasdides estes sitios mostram-se pouco informativos (Driscoll et al,1988).
Orientais, tais como chineses (Chan et al,1991), japoneses (Kojima et a/,1987) e
malasios (Graham et al,1991) apresentam baixa incidéncia ou auséncia de varios
sitios polimorficos comuns no gene do fator IX de Caucaséides (Dde !, Msp i, Tag! e

Xmn 1), tornando virtualmente impossivel o diagndstico da portadora a partir da andlise
de RFLP nestas popuiagdes (Kojima et al,1987; Chan ef al,1991). Embora tenham
sido descobertos novos sitios polimérficos no gene do fator IX (Toyozumi et al.,1995),

néo foi verificado um aumento no nimero de elementos informativos para a deteccéo

das portadoras devido & frequéncia alélica desfavoravel, ao desequilibrio de ligacéo
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Observado entre os marcadores intragénicos comumente analisados e a possivel
ocorréncia de recombinagdo (3 a 5%) entre os sitios polimérficos extragénicos
(Graham et al,1988; Brocker-Vriends et al,1992). Além disto, a heterogeneidade de

populacdes em todo o mundo e a miscigenacgdo dificultam a analise dos sitios

polimarficos para a determinacéo de doengas.

O estudo dos sitios polimérficos para detecgdo de portadoras e diagndstico
pré-natal requer a participagdo de um numero minimo de individuos-chave da familia,
que muitas vezes ndo estdo disponiveis para analise. Além disto, erros podem ser

introduzidos decorrentes da nao-paternidade (Poon et al.,1 893).

Os casos esporadicos de hemofilia compreendem aproximadamente 30 a 50%

dos casos de hemofilia descritos, Nestas familias, a andlise de polimorfismo nao

permite a determinacéo do nivel da geragdo na qual surgiu a alteracdo molecular,
impossibilitando o diagnéstico da portadora (Peake ef a/,1993).

Assim, a identificacdo da alteracao molecular responsavel pela hemofilia B se
faz necessaria para a determinagdo precisa da portadora, possibilitando o
aconselhamento genético e viabilizando o desenvolvimento do diagnostico pré-natal. A
detecc@o da mutagdo por seqUenciamento ou por analise por enzimas de restricdo
quando sitios s&o criados ou eliminados pela alteragéo nucleotidica ndo apresenta as
complicagdes geradas por nao-paternidade, recombinag&o ou homozigosidade. Além

disto, n&o depende da disponibilidade de membros da familia ou histéria familiar.

Identificagdo das Alteracdes Moleculares no Gene do Fator IX

inicialmente os métodos de detecg@o de alteragbes génicas baseavam-se na
analise de "Southern blot” que permitia apenas a identificacéo de grandes delegdes no
gene ou de alteragbes em sitios de restricao. Técnicas de clonagem vinculadas ao
sequenciamento dos genes defectivos também eram metodologias empregadas na
determinagdo de mutacbes no gene do fator IX. Estes métodos se mostraram,
entretanto, pouco sensiveis ou muito lentos para permitir a rapida aquisicdo da

informagdo disponivel na populacdo altamente heterogénea de mutacdes gue inclui
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delegbes, insercbes e mutagdes de ponto que afetam todas as regites do gene do
fator IX, com excessdo do sitio de poliadenilagéo (Green et a/,1989: Giannelli et
al., 1996).

A maioria das alteragdes moleculares observadas no gene do fator IX séo
representadas por mutagées de ponto (cerca de 85%), incluindo transigbes e
transversbes. Delegbes, insercdes ou rearranjos génicos mais complexos sao
identificados no restante dos casos (Kurachi et al,1992; Roberts, 1993). A
disponibilidade da sequéncia nucleotidica completa e 0 desenvolvimento de tecnologia
eficiente para a analise de DNA como a técnica de PCR, permitiram um rapido
progresso no estudo dos mecanismos moleculares responsaveis por varias doencas,

incluindo a hemofilia B (Kurachi et al,1992).

A observagdo de que cerca de 95% das alteracbes moleculares responséveis
pela hemofilia B ocorrem nas regides codificadoras (Sommer e Ketterling, 1994)
permitiu que a analise para identificagao de mutagbes se restringisse a cerca de 4% da
sequéncia nucleotidica, correspondente aos exons, regides de excisdo de introns e

regido promotora do gene.

A sexta edigdo do banco de dados de alteracbes moleculares de hemofilia B
(1996) apresenta 1380 registros de pacientes com hemofilia B. Nestes pacientes foram
identificadas 86 delecdes e 21 insergées de pequenos fragmentos (<30 pares de
bases), alem de 6 casos de insergéo e delecé@o simultaneas. Também estdo descritos
18 pacientes com duas mutacbes, 1 paciente com 3 mutacbes, 2 mosaicismos
somaticos e 21 casos de hemofilia em mulheres. Dos 1380 pacientes estudados, 552
apresentam alteragbes moleculares que correspondem a eventos de origem
independente e o restante apresenta mutages recorrentes. Destas 552 alteracdes
nucleotidicas, 333 representam diferentes mutagbes “missense”, que levam 3

substituicao de residuos de aminoacidos no fator IX. No Brasil, poucos estudos foram

realizados para a determinacdo de mutagbes no gene do fator IX de hemofilicos B.
Apenas 24 pacientes brasileiros foram analisados e somente um deies nao teve a

alterac@o molecular identificada (Figueiredo, 1993: Figueiredo, 1995).
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O desenvolvimento de diferentes métodos de rastreamento para detecgdo de
mutagbes de ponto aplicados no estudo do gene do fator IX facilita, ainda mais, a
caracterizagcao da maioria dos defeitos moleculares relacionados & hemofilia B. Estes
metodos, em geral incluem amplificacdes por PCR das regides codificadoras, de
excisdo e promotora. Varios métodos foram empregados na andlise do gene do
fator IX, entre eles, a eletroforese em gel com gradiente de desnaturacdo ou DGGE
("Denaturing Gradiente Gel Eletrophoresis”), a analise de heteroduplex, e a analise de
polimorfismo de conformagéo de hélice simples ou SSCP (“Single-Strand Conformation
Polymorphism”). Dentre estes, o SSCP e o DGGE s&o utilizados com maior frequéncia
no rastreamento das mutagbes do fator IX pois, em geral, permitem a deteccéo das
alteragbes moleculares em 70 a 90% dos casos analisados, respectivamente (Grompe,
1993).

A analise de PCR-SSCP apresenta-se como um método rapido e seguro que
permite o reconhecimento de sequéncias de bases que diferem do normal por apenas
um nucleotideo apds eletroforese do produto do PCR em gel de poliacrilamida néo
desnaturante (Orita et a/,1989). A principal vantagem desta técnica é a sua
simplicidade e sensibilidade (Grompe, 1993). A técnica de PCR-SSCP. associada com
0 sequenciamento das regides nas quais foram localizadas as possiveis mutacdes,
pode permitir a identifica¢do e a caracterizacdo dos defeitos moleculares responsaveis
pela hemofilia B e consequentemente possibilitar o diagnostico preciso da portadora
destas mutagdes. Alguns trabalhos foram realizados utilizando a técnica de SSCP
radioativo para rastreamento das alteragdes moleculares nas diferentes regibes do
gene do fator IX em pacientes hemofilicos B (Fraser ef al.,1992; David et a/,,1993; Lin
e Shen, 1993; Poon et af,1993).

A técnica de SSCP néo-radioativo pode fornecer uma melhoria no diagndstico
das mutagbes uma vez que os resultados podem ser obtidos em um menor tempo e

sem necessidade da disponibilidade de isétopos radiotivos.
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Fator IX: Um Modelo para o Estudo de Mutacdes em Células Germinativas

A hemofilia B apresenta varios atributos que fazem do seu estudo uma boa
estimativa do padréo e da taxa de mutagbes recentes e espontaneas em linhagens de
celulas germinativas em humanos. Quase todos os casos da doenga na populacdo sdo
faciimente diagnosticados, uma vez que uma redugdo de apenas duas vezes em
relacdo ao limite inferior do nivel de atividade do fator IX observado em 95% da
populagéo (0,5 a 1,5 U) leva ao aparecimento dos sintomas da hemofilia B. Outras
doengas, tais como doenga de Lesh-Nyhan, distrofia muscular de Duchenne e
fenilcetonuria requerem redugéo de 10 a 100 vezes no valor normal de atividade para

que possam ser identificadas.

Alem disto, a existéncia de centros especializados na assisténcia a hemofilia
facilita a concentragéo de um grande nimero de pacientes, possibilitando o estudo
epidemiolégico para determinagdo da incidéncia das mutacées esporadicas (de novo),
um parametro necessario para o calculo das taxas de mutagéo (Koeberl et al.,1990;
Montandon et al,1992). Os estudos epidemiolégicos indicaram a ocorréncia de
episodios hemorragicos leves a moderados em mulheres heterozigotas para o alelo
defectivo, eliminando a possibilidade de ocorréncia de vantagem do heterozigoto no
processo de selecdo. Delecbes totais do gene ndo comprometem a viabilidade do feto,
de maneira que ndo sdo observadas perdas seletivas de certos tipos de alteracdes

moleculares durante a embriogénese (Sommer e Ketterling, 1994).

As doengas ligadas ao cromossomo X com quadro clinico moderado ou grave,
quando associadas a inexisténcia de terapias efetivas, tornam-se responsaveis por
uma menor eficacia reprodutiva do individuo afetado, levando, ao longo das geracoes,
@ uma rapida eliminacdo das mutacées que causam esta doenca. Assim sendo, até
meados da década de 70, quando a terapia de reposicdo do fator IX tornou-se
disponivel, os pacientes com hemofilia B grave ou moderada nio se reproduziam
eficientemente e deste modo nao perpetuavam seus alelos defectivos. O padrdo de

mutages hoje observado no gene do fator IX reflete, portanto, os eventos mutacionais

recentes que ocorreram nos ultimos 150 anos (Sommer, 1992). Dos casos de
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hemofilia B grave e moderada, 95% representam eventos mutacionais de origem

independente.

Por outro lado, as aiteragdes moleculares no gene do fator 1X responsaveis pelo
fenotipo de hemofilia B leve ndo afetaram o potencial reprodutivo dos individuos
afetados, mesmo antes da disseminacdo das terapias adequadas. As mutacdes
identificadas s&o observadas em alta freqiiéncia nos casos leves de hemofilia B e
estdo associadas a um possivel efeito do fundador (mutagbes em descendentes de um
ancestral comum) (Ketterling et a/,1991). Em contraste, as mutagdes recessivas que
ocorrem em genes autossémicos sao eliminadas lentamente, uma vez que duas copias

do alelo defectivo s&o necessarias para o desenvolvimento da doenca.

O proprio gene do fator IX apresenta vantagens para o estudo do padrdo de
mutagdes recentes em humanos. O gene apresenta um tamanho moderado de

aproximadamente 33,5 kb, dos quais apenas cerca de 2.2 kb representam regides de
provavel importancia funcional. Esta pequena regidgo pode ser seqienciada
rapidamente e permite a detecgdo de cerca de 95% das mutagdes que ocorrem no
gene do fator IX (Sommer, 1995). A seqiéncia nucleotidica compieta do gene
encontra-se disponivel (Yoshitake et a/,1985), facilitando a localizagdo precisa e a
Caracterizacdo de delegles, insercdes, duplicagdes ou mutagées intragénicas
(Sommer, 1992). O gene do fator IX nao apresenta dominios repetitivos com funcéo
semelhante, de maneira que substituicdes de bases Unicas frequentemente provocam
a doenca. Finalmente, todas as alteragbes moleculares deletérias identificadas no

gene do fator IX produzem um Unico fendtipo para a doenca.

A analise das mutagbes ja identificadas no gene do fator IX revelou sitios
preferenciais para a ocorréncia de mutagées (“hot spot”). Dentre eles, o dinucleotideo
CpG esta associado com uma alta frequéncia de transigbes C para T (ou de G para A,
s a mutacdo ocorrer na fita complementar), correspondendo a mais de 25% das
mutagGes indenpendentes observadas no gene do fator IX (Sommer, 1992). O
dinucleotideo CpG foi identificado como um “hot spot” de mutagées em varios outros
genes, tais como o gene fator VIII (Youssoufian ef al.,1986), gene da glicose-6-fosfato

desidrogenase (G6PD) (Vulliamy et al.,1988), entre outros. Em genomas de eucariotos,
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a citosina do dinucleotideo CpG encontra-se em sua maioria na forma metilada
5-metilcitosina (™°C). A 5-metilcitosina apresenta-se instavel e por um processo de
desaminagdo espontanea é convertida para timina. Uma vez que a timina & um
constituinte normal do DNA, o reparo acurado destas lesées requer a deteccéo do par

G:T e a sua corregéo para G:C e ndo para A:T (Green et al.,,1990).

Foi demonstrado que o dinucleotidec CpG também é um sitio preferencial para
ocorréncia de transversdes que representam cerca de 16% de todas as transversdes
observadas no gene do fator IX. A taxa de transversdes (G:C—TA e G:C—C:G) no
sitio CpG € cinco vezes maior que aquela esperada para sitos ndo-CpG (Ketterling et
al.,1994). O aumento de transversdes neste dinucleotideo sugere a necessidade de

uma reavaliagdo do modelo que explica as mutagGes em CpG.

O padrao de mutagles espontaneas identificado no gene do fatorIX de

Caucasdides, Asiaticos, e pequenos grupos de Hispanicos e Negroides apresenta-se
semelhante, sugerindo que os processos endégenos (desaminagao, depurinagéo, erros
de replicagao, etc.) ou agentes mutagénicos distribuidos homogeneamente por todo o
mundo, sdo os principais responsaveis pelo surgimento das alteragbes moleculares
nas diferentes populagdes (Sommer, 1992; Gostout et al,1993; Thorland et al.,1995).
Entretanto, excegbes ao padrio geral podem ser identificadas em populagbes expostas

a diferentes condi¢bes ambientais ou a mutagénicos especificos (Thorland et a/.,1995).

A populag@o brasileira apresenta origem étnica bastante heterogénea e ¢é
representada por imigrantes provenientes da Europa, Africa, Asia e pelas populagbes
indigenas residentes mostrando-se distinta das demais populacdes previamente
estudadas. A analise desta populacdo acrescenta dados importantes para a
compreensao dos processos determinantes do padrao de mutages no gene do
fator IX.

Analise de Mutagdes no Gene do Fator IX

A deteccdo e a identificagdo das mutacdes no gene do fator IX podem gerar

varias informagbes acerca das relacBes de estrutura e fungdo da proteina,
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principalmente no que diz respeito a ligagdo do fator IX com seu substrato (fator X),
cofator (fator VIII), interagées celulares, alteracbes conformacionais e regulacéo da
expressao génica. Alteragcbes moleculares tém sido observadas em virtualmente todos
os dominios do fator IX (exceto na regido 3' ndo-traduzida), possibilitando o estudo
bioquimico e estrutural de diversos variantes genéticos que apresentam deficiéncia

funcional e sua comparacdo com a proteina normal.

A hemofilia B de Leyden é um bom exemplo de como uma mutagdo génica pode
prover informagdes acerca da significancia funcional de regides do gene. Os pacientes
com esta doenga apresentam niveis baixos de fator IX durante g infancia que sao
corrigidos gradualmente durante a puberdade, resultando na recuperacao clinica do
individuo. Esta hemofilia é causada por mutacdes na regido promotora do gene do

fator IX e a analise destes variantes evidencia que a recuperagao apos a puberdade

pode ser mediada pela acdo da testosterona em um elemento de resposta a

androgenos localizado nesta regido (Brigt et al., 1982).

Mutagbes no pré-peptideo (Bristol et al.,1993), dominios tipo EGF (McCord ef
al., 1990; Winship e Dragon, 1991), peptideo de ativacéo (Liddell et a/.,1989: Bertina et
al.,,1990) e dominio catalitico (Bertina et af,1990; Miyata et al,1994) também foram
identificadas e caracterizadas e o estudo bioquimico das proteinas variantes forneceu
informacGes a respeito do processamento pbs-traducional da proteina, dos sitios de
ligagdo de Ca™ e Mg™, ativagio do fator IX, conformag&o e atividade do dominio
serina protease, interag@o com os fatores VIII, X e fosfolipidios, ligacdo na superficie

de plaquetas ativadas, etc.

Terapia Génica e Hemofilia B

A compreensdo do processo de maturacao do fator IX e das consequéncias
funcionais de cada passo deste processo tem importantes  implicacdes no
desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas para o tratamento de hemofilia B
(Furie e Furie, 1995). A hemofilia B estd entre as doencas genéticas com maior

probabilidade de melhoria ou cura por terapia génica, que consiste na introducéo de
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um gene do fator IX normal em células somaticas do paciente visando a producac e
suprimento permanente do fator de coagulagao ao individuo. Como o fator IX atua em
meio extracelular, muitas células apresentam-se como potenciais alvos para a terapia
génica. As celulas selecionadas para a producdo do fator IX recombinante devem ser
Capazes de produzir e secretar o fator IX biologicamente ativo em concentracdes
suficientes para a recuperagdo da via da coagulacdo sanguinea. Para isto, as células
devem ser capazes de realizar eficientemente todas as modificagdes pos-traducionais
€ processamento do fator IX verificadas na biossintese do fator IX nos hepatoécitos
(Gerrard ef al.,1993; Kurachi e Yao, 1993). A transferéncia de genes do fator IX vem
sendo realizada em fibroblastos da pele, células endoteliais, células de musculo
esquelético, queratinocitos e nos préprios hepatdcitos (Gerrard et al,1993), mas os

niveis plasmaticos de fator IX obtidos até o momento estdo muito abaixo dos valores

considerados terapéuticos (Fallaux et a/,1995). Para a obfencéo de resultados efetivos
faz-se necessario o desenvolvimento de melhores estrategias de transferéncia de
genes e de transplante das células transduzidas, desenvolvimento de vetores de
expressao mais eficazes (promotores fortes) e maior conhecimento das funcdes dos

dominios do fator IX e do processo de maturacio e secrecdo da proteina.
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OBJETIVOS

Foram objetivos deste estudo a identificagcdo e caracterizacdo das alteracGes
moleculares no gene do fator IX em pacientes com hemofilia B de diferentes regides do
Brasil utilizando-se principalmente a técnica de SSCP nao-radioativo como método de
rastreamento e a determinagdo dos haplétipos do gene do fator IX para a identificacéo

das origens das mutacdes.
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CASUISTICA

Neste estudo foram analisados 20 pacientes com hemofilia B n&o-relacionados
em acompanhamento regular nos ambulatdrios de hemostasia do Hospital das Clinicas
da UNICAMP e Hospital Brigadeiro de S0 Paulo. Além destes, foram estudados 9
pacientes hemofilicos B (HB34, HB35, HB36, HB39, HB40, HB43, HB45, HB46, HB47)
acompanhados pelo Hemocentro do Parg (HEMOPA).

METODOS

Avaliacdo dos Parametros de Coagulagido

O diagnostico da hemofilia B foi realizado a partir dos dados clinicos e

laboratoriais, com a analise dos tempos de tromboplastina parcial ativada, de
protrombina, trombina e tempo de sangramento. O fator IX teve sua concentracdo

determinada e foi realizado o estudo do inibidor da atividade desta proteina.

Para andlise dos pardmetros da coagulacdo foi necessaric um volume de

sangue de 4,5 mi colhido em frasco contendo 0,5 ml de citrato de sodio 3,8%.

O tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) estima a atividade da via
intrinseca da coagulagéo no plasma. Este teste de coagulacdo foi realizado a partir de
100 ul de plasma citratado ao qual foi adicionado 100 pl de caulim e 100 ul de cefalina
preparada a partir de extrato humano, para a ativacdo da coagulacéo (Proctor e
Rapaport, 1961). Os resuitados obtidos foram expressos relativos ao tempo de

coagulagdo de uma mistura de plasma de individuos normais.

O tempo de protrombina (TP) é uma medida da coagulacdo iniciada pelo
sistema extrinseco. Este valor foi obtido a partir de 100 il de plasma citratado, com

100 pl de tromboplastina de cérebro humano, segundo método desenvolvido por Quick

et al. (1935), Os resultados representam os tempos dos pacientes relativos aos valores
determinados para uma mistura de plasmas de um grupo de individuos normais. Estes

valores relativos foram posteriormante corrigidos pelo valor da tromboplastina de
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referéncia internacional e expressos em RN (relacdo de normatizacdo internacional)
(Pooler, 1975).

Para determinacéo do tempo de trombina, utilizou-se 200 pl de plasma e 100 p
de trombina (Jim, 1857). Os resuitados foram expressos de maneira igual aos valores

de tempo de tromboplastina parcial ativada.

Para a dosagem do FIX:C foi utilizado um plasma artificialmente deficiente em
fator IX e aplicado o métodoe de correcdo de tromboplastina parcial ativada (Proctor e
Rapaport, 1961). Os resultados foram expressos em porcentagem. A dosagem de
FIX:Ag foi realizada pelo método de imunoeletroforese em placa de agarose 1%
(Laurell, 1866).

A pesquisa do inibidor do fator [X foi conduzida em plasma citratado, pelo

método de Kasper et al. (1975). Primeiramente, recipientes distintos contendo plasma
do paciente e a mistura de piasmas de um grupo de individuos normais, foram
incubados por duas horas a 37°C em tampao imidazolico 0,05M, pH 7,3, com 0,585 g
de NaCl em cada 100 mi. Apds a incubacdo as amostras foram misturadas em

proporgdes iguais e foi determinada a atividade coagulante residual do FIX:C.

Extracio de DNA a Partir de Leucdcitos

Foram colhidos 5 a 20 ml de sangue periférico em frasco estéril, contendo
solucdo de 10% de EDTA (sal dissédico do acido etilenodinitrotetracético) como
anticoagulante. A amostra foi centrifugada a 2500 rom por 15 minutos. Apds a
centrifugacao foi descartado o plasma sobrenadante e os eritrocitos foram lisados com
uma mistura das solugdes de cloreto de aménio NH4CI 0,144 M (5 vezes o volume de
celulas) e bicarbonato de aménio NH4HCO4 0,01 M (0,5 vez o volume de células).

Apés agitagdo a temperatura ambiente por 15 minutos, o hemolisado foi centrifugado

por 20 minutos a 2500 rpm. O sobrenadante foi removido e o precipitado de leucécitos
foi submetido & lise em uma solugdo de NaCl 0.3 M, EDTA 10 mM, Tris-HCI 10 mM
pH 7.5, 4,2 g de uréia, 1 ml de dodecil sulfato de sddio (SDS) 20%, durante 16 horas a
37°C.
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Adicionou-se, entdo, uma mistura de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico, em uma
proporgao de 25:24:1 (volume/volume). A amostra foi agitada lentamente e a seguir
centrifugada por 20 minutos a 2500 rpm. A fase aquosa foi transferida para outro tubo
esteril, repetindo-se o procedimento acima. Uma mistura de cloroférmio/alcool

isoamilico (24:1) foi, entdo, adicionada (volumefvolume) repetindo-se a centrifugagéo.

Seguindo-se a transferéncia da fase aquosa para um novo tubo, a precipitacéo
do acido nucléico foi conduzida pela adigdo de acetato de sodio 3 M pH 5,3 (10% do

volume) e etanol absoiuto gelado (3X o volume).

O DNA foi solubilizado em solugdo Tris pH8,0 10mM: EDTA 0,1mM pH 7.4
(tamp&o TE), ou em agua desionizada e estéril e teve sua concentracdo e pureza

estimadas em espectrofotémetro, a partir dos valores de densidade otica nos

comprimentos de onda 260 nm e 280 nm (Sambrock et al., 1982).

PCR-SSCP

O rastreamento de mutagdes nas regides codificadoras e promotora do gene do
fator IX foi realizado pelo método de andlise de polimorfismo de conformagao em
helice simples (SSCP), baseado no método originalmente descrito por Orita e
colaboradores (1989). Para a analise do SSCP foram utilizados os métodos radioativo
e nao-radioativo, nos diferentes fragmentos obtidos pelo emprego da metodologia de
PCR (Saiki et af,, 1988).

Deteccae do Polimorfismo de Conformagio de Hélice Simples (SSCP)
Amplificagdo das Amostras

A técnica de PCR para amplificagdo dos exons 1 ao 8 foi realizada a partir de
aproximadamente 0,5 ug de DNA gendmico, 100 pmoles de cada oligonucleotideo,
200 uM da mistura de nuclectideos (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), tampado da enzima
(10mM de Tris-HCI pH 96, 25°C; 2.5 mM de (NH4),50,;, 50 mM de NaCl e
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2,5 mM de MgCly), 200pg de BSA (Soro Albumina Bovina) e 2.5 unidades de

Taq polimerase em um volume final de 100ul.

Para a amplificagdo dos diferentes fragmentos foram  utilizados,
alternativamente, dois pares de oligonucleotideos (Tabela I) para cada exon analisado.
Para facilitar a compreens&o, o primeiro conjunto sera identificado por numeros (1 a 8)
e o segundo por letras (A a H) referentes aos exons estudados. Os conjuntos de
oligonucleotideos foram selecionados visando maior eficiéncia e praticidade no

desenvolvimento dos experimentos.

As misturas de reacéo para amplificagdo dos exons 1, 4, 5 e 6 foram mantidas a
94°C por 5 minutos para a desnaturagdo do DNA e em seguida foram submetidas a 35

ciclos que consistiam de uma etapa de desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, uma etapa

de hibridaggo a 60°C por 0,5 minuto e uma fase para extensdo da cadeia de DNA a
72°C por 1 minuto, em apareiho ciclador de temperatura "DNA Thermal Cycler" (Perkin
Elmer Cetus). Os produtos da reagéo foram separados em gel de agarose 2% , corados

com brometo de etideo e visualizados sob iluminac&o ultravioleta.

Para amplificagcdo dos exons 2,3; 7; e 8 foi utilizado protocolo semelhante
aquele aplicado para os demais exons acima mencionados, com alteracdo apenas na
temperatura e no tempo de hibridag&o. Nestes casos, a temperatura utilizada para

hibridacao dos oligonucleotideos foi de 56°C por 1 minuto.

A amplificag@o dos exons F, G, H (dividido em H1 e H2) exigiu a temperatura de
hibridacao de 60°C por 1 minuto, enquanto que para a amplificacdo dos exons A e D foi
utilizada a temperatura de hibridagéo de 53°C por 1 minuto e para os exons B.C e E

50°C por 1 minuto.

Os exons 2 e 3 foram amplificados em um Gnico fragmento devido ao fato de se
apresentarem separados apenas por uma pequena seqiéncia correspondente ao
intron b e pelo tamanho reduzido do préprio exon 3 (25 nucleotideos). O fragmento
originado desta amplificago apresenta 499 pares de base (pb), sendo inapropriado
para analise de SSCP que pressupde a utilizacdo de fragmentos de DNA com

aproximadamente 200 a 300 pb. Assim sendo, o produto da amplificacdo dos exons
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2 e 3 foi submetido a digestao pela enzima Hinf /, originando dois fragmentos menores,
com 114 e 385 pb.

O produto de amplificagdo do exon 8 também apresentava-se impréprio para
analise de SSCP pois exibia uma sequéncia de 662 pb. Este fragmento foi digerido

pela enzima Xmn [, originando produtos menores, com 418 e 244 pb cada um.

As reagbes de digestdo foram realizadas a partir de 10 ul do PCR incubado por
cerca de 16 horas a 37°C apés adicdo de 1 pl das enzimas Hinfl e Xmn | para 0s

exons 2,3 | e 8, respectivamente.

Analise do SSCP Nio-Radioativo

A uma aliquota de 3 yl do produto da reacao de amplificag&o (ou da digestao,

nos casos dos exons 2,3 e 8) foram adicionados 3, 6 ou 9 ul de uma solucado contendo
95% de formamida, 10 mM de EDTA pH 8,0, 0,1% azul de bromofenol e 0,1% de xileno
cianol, de acordo com a necessidade de diluicdo das amostras. Esta mistura foi
desnaturada a 95°C por 5 minutos e 1,0 pl foi submetido a eletroforese no sistema
automatico Phastsystem® Pharmacia (Pharmacia, Sollentuma, Sweeden). A corrida
eletroforetica foi desenvolvida em gel homogéneo de poliacrilamida 20% de tamanho
43 mm x 50 mm x 0.45 mm, em tampao 0,112 M acetato e 0,112 M Tris-HClI pH 6,4 e
realizada em tampdo 0,88 M L-Alanina, 025 M Tris em 3% agarose para
isoeletrofocalizagdo, pH 8,8. As condigdes da corrida foram: (1)} Pre-corrida: 400 V,
5,0 mAmp, 1,0 W, 15°C, 10 Vh; (2) Aplicacdo das amostras: 25V, 5,0 mAmp, 1,0 W,
15°C, 2 Vh; e (3) Corrida: 400V, 3,0 mAmp, 1,0 W, 15°C,400 Vh, para os exons 1; 2.3
4, 5; 7 e 8. Para analise do exon 6 foram necessarias diferentes condicbes de corrida
eletroforética: 1) Pré corrida: 150 V, 5,0 mAmp, 1,0 W, 4°C, 10Vh, ; (2) Aplicacdo das
amostras: 100V, 5,0 mAmp, 1,0 W, 4°C, 2 Vh: e (3) Corrida: 150 V; 5,0 mAmp, 1,0 W,
4°C, 350 Vh.

Os fragmentos de DNA foram visualizados apds colorag&o do gel com nitrato de
prata em programa automatico. Para esta coloracdo o gel foi submetido a banhos

consecutivos nas solugdes e condigbes a seguir;




49

1. acido tricloacético 20% a 20°C por 5 minutos;

2. glutaraldeido 5% a 50°C por 5 minutos;

3. agua desionizada a 50°C por 2 minutos (2X);

4. nitrato de prata 0,4% a 40°C por 8 minutos:

5. agua desionizada a 30°C por 0,5 minuto (2X)

8. carbonato de sodio 2,5%, formaldeido 0,001% a 30°C por 0,5 minuto;
7. carbonato de s6dio 2,5%, formaldeido 0,001% a 30°C por 5 minutos:
8. acido acético 5% a 50°C por 2 minutos:

9. glicerol 13% a 50°C por 3 minutos.

SSCP Radioativo

O rastreamento das mutagbes por SSCP radioativo foi realizado de maneira
semelhante ao SSCP nio-radioativo descritc acima. Neste caso, o volume final de
reacao de amplificagdo das sequiéncias de DNA (PCR) foi de 10 pl para cada exon de
cada paciente, para evitar a manipulagdo de grandes quantidades de material
radioativo. Foi acrescentado a mistura de reacao de amplificacdo (com concentracoes
iguais as mencionadas anteriormente), 01yl de [0-P] dCTP (~3000Ci/mmol,

10 mCi/ml) para incorporagéo de radioatividade nas seqUéncias de DNA.

Também para o estudo de SSCP radioativo se fez necessaria a digestdo dos
fragmentos correspondentes aos exons 2 e 3 pela enzima de restricdo Hinf! e do

exon 8 pela enzima Xmn /.

As amostras de DNA amplificadas e digeridas foram diluidas primeiramente em
uma solugcdo 0,1% SDS e 10 mM de EDTA, numa proporcao de 1:20 (volume/volume).
Seguiu-se, entdo uma segunda diligdo da amostra em uma solugdo de 95% de
formamida, 20 mM de EDTA, 0,05% de azul de bromofenol e 0,1% de xileno cianol, na
proporgdo 1:2. Deste modo, a amostra a ser analisada foi diluida em uma proporcao

final de 1:40 (volume/volume). Em casos especificos nos quais a incorporacdo de
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radiag@o aos fragmentos amplificados ndo se mostrou muito efetiva, as amostras foram
submetidas a diluicGes menores, nas proporces de 110 ou 1:5, diretamente em
solugéo de 95% de formamida, 20 mM de EDTA, 0,05% de azul de bromofenol e 0,1%

de xileno cianol.

Estas amostras diluidas foram desnaturadas a 95°C por 5 minutos e cerca de
4 ul foram submetidas a uma corrida eletroforética em gel de poliacrilamida 6 ou 8%
(19:1 acrilamida/ bis-acrilamida) homogéneo (Sambrook et al,1982), com medidas
31 cm x 38,5 cm x 0,4 mm, contendo 0,89 M de Tris-HCI, 0,89 M de acido bérico e
20 mM de EDTA (tampéo TBE) e 10% de glicerol. O tampéao de corrida utilizado neste
experimento foi o TBE descrito acima. A corrida eletroforética foi levada a efeito
durante 16 horas sob poténcia constante de 4 W e temperatura de 4°C em tampao TBE
1X. Apos a corrida o gel foi transferido para papel 3 MM e seco a 80°C por uma hora,
em aparato secador de gel. A andlise dos polimorfismos foi por fim realizada apos a

exposicdo de um filme de raio X ao gel seco, por 24 horas a temperatura ambiente.

Em ambas as técnicas os mutantes foram identificados por seu padréo

eletroforético anormal.



51

Tabela I: Sequéncia dos Oligonucleotideos Utilizados na Amplificagdo das Diferentes

Regides do Gene do Fator IX

Regido Gligonucleotideos (5'-3')* ° Posigao® Produto  T. Hibrid.°
Promotor e Exon 1 TCACTTGTCCCAAGAGGCCA -115 a -96 271 pb 80°C
GGCAAGCATACTCAATGRTAT 1656 a 137
ou :
Exon A CCATTCTCTTCACTTGTCC =125 a -106 282 pb 53°C
AAAGGCAAGCATACTCAATG 158 a 139
Exon 2,3 e intron 2 AAGACTTTCTTAAGAGATGT 6246 a 6265 499 pb 56°C
ATATGTTTCATATATTAGCT 6745 a 6726
ou
Exon B,C e intron 2 GACTTTCTTAAGAGATGT 6248 a 6265 535 pb 50°C
TTATCTATTTATGCAGAGAA 6783 a 6764
Exon 4 GCATTCTAAGCAGTTTACGT 10342 a 10361 209 pb 80°C
CAGAGGGAAACTTTGAACCA 10551 a 10532
Gl
ExonD AATGAGTATCTACAGGGGAG 10316 a 10335 246 pb 53°C
TCAACTTGTTTCAGAGGGAAA 10562 a 10541
Exon 5 GCATGTTAAATGATGCTGTT 17626 a 17645 225 pb 60°C
ATGCTGAAGTTTCAGATACA 17851 a 17832
ou
Exon E GTAGTTCCATGTACTTTTTA 17601 a 17620 265 pb 50°C
TGTAGGTITGTTAAAATGCT 17866 a 17847
Exon 6 GTTCCATTTGCCAATGAGAA 20308 a 20327 310 pb 80°C
CCTGTGTCTTGCCAGCTGAGE 20618 a 20588
ou
Exon F TGGGCCTCAATCTCAATTTT 20278 a 20297 328 pb 80°C
CAGCTGAGCTCCAGTTTTGA 20806 a 20587
Exon 7 TGTATTATGCAGTAAGAGTC 30001 a 30020 194 pb 56°C
AGCTAGTGGTGCTGCAGATT 30185 a 30178
cu
Exon G TGCCAGCACCTAGAAGCCAA 29928 a 20947 275 pb B80°C
TATTAAAGAGCTAGTGGTGCTGE 30203 a 30181
Exon 8 TCTGTGTATGTGAAATACTG 30769 a 30788 662 pb 60°C
GTTAGTGAGAGGCCCTGTTA 31431 a 31442
ou
Regido H1 GGTCCCAAGTAGTCACTTAG 30745 a 30764 473 pb 60°C
CCACTATCTCCTTGACATGA 31218 a 31199
e
Regido H2 CTTCCATGAAGGAGGTAGAG 31177 & 31196 2585 pb 80°C
AGTTAGTGAGAGGCLCTGTTA 31432 a 31412

* Exon 1-8 - Fornecido por Pieter H. Reitsma, Holanda
"Exon A-H2 - Fornecido por Dezdo David, Portugal
“Numero de Yoshitake ot af, (1985)

‘ Temperatura de Hibridacao
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Identificagcdo da Mutacéo por Seqlienciamento Direto do Fragmento Obtido
por PCR

Os estudos de SSCP permitiram o rastreamento e a identificagdo das regides
nas quais possiveimente se localizavam as alteracdes moleculares responsaveis pelo
fendtipo de hemofilia B em cada paciente. Para a determinacio precisa da mutacao foi
realizado o sequenciamento direto dos fragmentos de PCR que apresentaram padréo

eletroforetico anormal nas analises de SSCP radioativo ou nao.

O produto do PCR foi purificado para a aplicagdo dos protocolos de
sequenciamento apresentadas nos manuais dos “kits” da USB: "Sequenase PCR
Product Sequencing Kit" e “Thermo Sequenase Cycle Sequencing Kit", ambos

baseados no método de Sanger (1977).

Sequenase PCR Product Sequencing Kit

Purificagdo dos Produtos de PCR

As reacbes de amplificacdo de fragmentos pela técnica de PCR requerem dois
oligonuclectideos (“primers”) que delimitam as regides de interesse e dinucleotideos
trifosfato dNTPs para a sintese das cadeias de DNA. Parte destes oligonucleotideos e
dNTPs permanecem intactos apos a reacdo de PCR e deste modo, acabam por
interferir nas reagdes de seqlienciamento dos produtos obtidos por este método. Para
a remogdo dos oligonucleotideos e dNTPs remanescentes foram utilizadas duas
enzimas hidroliticas, a exonuclease | e a fosfatase alcalina de camarao,
respectivamente. Deste modo, a uma aliquota de 5ul de reacdo de PCR foram
adicionadas 10 unidades da enzima exonuclease | em tampao 20 mM Tris-HCI pH7.5;
5 mM 2-mercaptoetanol e 50% glicerol e 2 unidades de fosfatase alcalina de camario
em tampao 25 mM Tris-HCI, pH 7.6; 1mM de MgCl;; 0,1 mM de ZnCl, e 50% de
glicerol. Esta mistura foi, entdo, incubada primeiramente a 37°C por 15 minutos para a
atuagao das enzimas e em seguida a 80 °C por 15 minutos para a inativacdo das

mesmas.
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Hibridagdo do Oligonucleotideo e Reacdo de Marcagdo com [“S]dA TP

Para a reagéo de seqlenciamento foi utilizado cerca de 0,5 pmol de DNA,
correspondentes a 2 ou 3 pl da aliquota tratada, em funcdo do nimero de pares de
bases do fragmento analisado. Ac DNA tratado foram adicionados 5 pmoles do
oligonucleotideo selecionado, em um volume final de 10 ul. Esta mistura foi submetida
a temperatura de 100°C por 2-3 minutos e rapidamente resfriada em banho de gelo e
alcool por 5 minutos, de modo a permitir a hibridacao do oligonuclectideo a sequéncia
de DNA e evitando a rehibridagéo da dupla fita do DNA.

Aos 10 ul da mistura de DNA hibridado ao oligonucleotideo foram adicionadas
as seguintes solugdes: tampéo de reagdo para a concentracéo final de 23 mM de
Tris-HCI pH7.5; 11 mM de MgCl, e 28,5 mM de NaC!: solugdo de de ditiotreitol na

concentragao final de 5,7 mM, mistura de marcagéo para concentragéo final de 0,17 Y
de dGTP, 0,17 uM de dCTP e 0,17 uM de dTTP; 5 uCi de [**S]dATP e 3.2 unidades de

Sequenase versdo 2.0 T7 DNA polimerase em um volume final de 17,5 ul. Esta mistura

foi levemente agitada e incubada a temperatura ambiente por 5 minutos.
Reagéo de Terminacéo

Esta mistura de reacéo foi, entdo, distribuida em quatro tubos (3,5 wl em cada
tubo), cada um contendo 2,5 pl de uma mistura dos desoxinucleotideos trifosfatos
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP} e um didesoxinucleotideo, nas concentracdes indicadas:

Tubo A 8uM de ddATP e 80 uM de cada dATP, dCTP, dTTP e dGTP e 50mM de NaCl
Tubo C: 8uM de ddCTP e 80 uM de cada dATP, dCTP, dTTP e dGTP e 50mM de NaC|
Tubo G: 8uM de ddGTP e 80 uM de cada dATP, dCTP, dTTP ¢ dGTP e 50mM de NaCl
Tubo T 8uM de ddTTP e 80 uM de cada dATP, dCTP, dTTP e dGTP e 50mM de NaCl

Estes tubos foram, entdo, incubados a 37°C por 10 minutos e a reacao foi

interrompida pela adicéo de 4 pi de solugdo 95% de formamida, 20 mM de EDTA,
0,05% de azul de bromofenol e 0,05% de xilenc cianol.
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Thermo Sequenase Cycle Sequencing Kit

Este segundo protocolo utilizado no sequenciamento dos fragmentos com
mobilidade eletroforética anormal nos estudos de SSCP, também exige a etapa de
purificagéo dos produtos de PCR descrita no método anterior & que garante a remocao
dos oligonuclectideos e dNTPs pela atividade hidrolitica das enzimas exonuclease | e
fosfatase alcalina de camarao. Este método difere daquele descrito anteriormente por
utilizar uma DNA polimerase termoestavel que permite 0 emprego de um termociclador

nas reacdes de sequenciamento.
Marcagao do olfigonucleotideo

Em um tubo de reacdo foram adicionados 20 pmoles do oligonucleotideo

referente ao exon a ser sequenciado, tampdo da polinucleotideo quinase na

concentracao final de 60 mM de Tris-HCI, pH 7.8: 10 mM de MaCly; 0.2 M de KCI
25 pmoles de [y-PJATP e 10 unidades da enzima T4 polinucleotideo quinase em um
volume final de 10 ul. Apds breve agitacdo e centrifugacdo a mistura de reagao foi
incubada a 37°C por 10 minutos. Para desnaturagao da enzima e consequente término

da reagdo, o tubo foi incubado a 95°C por 5 minutos.
Reagdo no Ciclador de Temperatura

Em um tubo de microcentrifuga adicionou-se 15 a 20 ng de DNA,
correspondentes a 1 ou 2 ul da aliquota de PCR tratado; tampdo de reacdo para
concentragao final de 30 mM de Tris-HCI, pH 9.5 ¢ 7,4 mM de MgCl;; 0,5 pmoles de
oligonucleotideo marcado; e 8 unidades de Thermo Sequenase DNA polimerase
juntamente com 0,0012 unidades de pirofosfotase inorganica de Thermoplasma
acidophifum, em um volume final de 17,5 ul. Esta mistura de reagéo foi, entaoc,

distribuida em quatro tubos (4 ul em cada) contendo 4 ul das seguintes solugdes:

Tubo A7 1,5 uM de ddATP e 150 M de cada dATP, dCTP, dTTP e 7-deaza-dGTP
Tubo C: 1,5 uM de ddCTP e 150 uM de cada dATP, dCTP, dTTP e 7-deaza-dGTP
Tubo G: 1,5 uM de ddGTP e 150 uM de cada dATP, dCTP, dTTP e 7-deaza-dGTP

Tubo T: 1,5 uM de ddTTP e 150 uM de cada dATP, dCTP, dTTP e 7-deaza-dGTP
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Foram, entéo, adicionados cerca de 10 pl de dleo mineral sobre cada reacéo de
terminag&o. ApGs uma breve centrifugacdo, foi iniciado o programa no ciclador de
temperatura que consistia de 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 0,5 minuto,
hibridacéo a 50°C a 60°C de acordo com o oligonuclectideo selecionado por 0,5 minuto
e extensdo a 72°C por 0,5 a 1 minuto de acordo com o numerc de pares de base do

fragmento a ser analisado.

Com a finalizacdo dos ciclos foram acrescentados 4 ul da solucdo formamida
95%, 20 mM de EDTA, 0,05% de azul de bromofenol e 0,05% de xileno cianol.

Eletroforese em Gel Desnaturante

A corrida eletroforética dos tubos de reagao (G, A, T e C), obtidos a partir de

ambos os protocolos acima descritos, foi realizada em gel de poliacrilamida 6%
(acrilamida/bis-acrilamida - 19:1) (Sambrook ef al,1982), 72 mM de Tris-base, 24 mM
de Taurina, 0,4 mM de Na,EDTA 2H,0, pH 8,0, 7 M de uréia, 3,5 mM de persulfato de
amonio e 0,05% de TEMED (N, N, N’, N'- tetramethylenediamine). O gel foi preparado
em piacas de dimensdes 38 cm x 50 cm, com espacadores de gradiente de espessura
variando de 0,25 mm até 0,4 mm. Foi utilizada, como tampé&o de corrida, a solugéo
tampao tolerante & glicerol (Tris-base 72 mM. taurina 24 mM, EDTA 0,4 mM, pH 8,0.
Foram aplicados cerca de 3,0 pl de cada amostra, para separagao dos fragmentos de
DNA marcados radioativamente e o gel foi submetido a poténcia constante de 75 W
(@aproximadamente 1800V, 50 mA) por 2 ou 4 horas. Por fim, transferiu-se o gel para
papel 3 MM e o mesmo foi seco a 80°C por 1,5 horas. O filme de raio X foi mantido em

exposicao ao gel por cerca de 24 horas, a temperatura ambiente.

Analise dos Haplétipos

Séo conhecidos varios sitios polimérficos intragénicos e extragénicos
associados com o gene do fator IX. Dentre eles se destacam o Msp ! (a 5, posicéo -
698) (Camerino ef al.,1985), Bam H/ (a 5, posic&o -561) (Driscoll et a/,,1988; Green ef
al.,1992), VNTR Dde | ou IA:RY(i) (intron 1) (Winship et al.,1984; Green et al,1992;
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Jacobson et al.,1993), Bam HI (intron 2) (Hay et al,,1986), Xmn ! (intron 3) (Winship ef
al.,1984), Tag ! (intron 4) (Driscoll ef al,1985), Mn/ I (exon 6) (McGraw et al.,1985) e
Hha I (a 3, ~8kb) (Winship et al.,1989).

Para analise dos hapldtipos dos pacientes estudados neste trabalho foram
selecionados cinco polimorfismos encontrados no gene do fator IX: Bam Hl a 5, VNTR
Ddel, Taql, Mnil e Hhal Para a identificagdo dos diferentes polimorfismos foi
realizada a amplificag@o, pela técnica de PCR, dos fragmentos de DNA que abrangiam
as regides que continham os sitios polimorficos de interesse. As condigbes de
ampolificagéo foram iguais aquelas descritas anteriormente. Para a amplificac&o foram

utilizados os pares de oligonucleotideos apresentados na Tabela Ii.

Tabela ll: Sequéncia dos Oligonucleotideos Utilizados na Andlise dos Haplotipos do
Gene do Fator IX

Polimorfismio QOligonuciectideos (5'-3") Posigdo’ Produto T. Hibrid.®

Bam HI® GCTGGATAAATTGGACATACC -744 a -724 289 pb 58°C
GTCTCCAGCCTGTAGCTTGTC ~455 a -475

IA:RY(i) * GGGACCACTGTCGTATAATGTGG 5315 a 5337 varidvei 58°C
CTGGAGGATAGATGTCTCTATCTG 5661 A 5685

Mniic TGGGCCTCAATCTCAATTTT 20278 a 20297 328 pb 80°C

CAGCTGAGCTCCAGTTTTGA 20606 a 20587
Hhai® ACAGGCACCTGCCATCACTT extremidade 3’ 230 pb 60°C
AGATTTCAAGCTACCAACAT

* Peake ef al (1993)

® Green et al. (1992)

“Fornecido par Dezdo David, Portugal
4Namero de Yoshitake et al. (1985)

¢ Temperatura de Mibridagao

Os diferentes produtos obtidos da amplificagdo por PCR foram entéo submetidos
a digestdo com diferentes enzimas de restricdo cada qual responséavel pelo
reconhecimento de um sitio polimorfico especifico. Os nomes atribuidos aos
polimorfismos fazem referéncia as enzimas de restrico utilizadas para sua analise. A

reacéo de digestao consistiu na adicéo de 8 pl do produto da reacdo de PCR, 1,5 ut da
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solugdo tampdo respectivo a enzima utilizada, 2 a 3 unidades de enzima, solugdo de

soro albumina bovina (BSA) quando necessario, em um volume final de 15 pl.

Apos a reagdo de digestdo, as amostras foram submetidas a uma corrida
eletroforética em gel de agarose 2% em tampao Tris Borato EDTA (TBE) para
verificacéo da presenca (+) ou auséncia (-) do sitio de reconhecimento da enzima de

restricao.

O sitio polimorfico intragénico especificado como VNTR Dde / é identificado de
maneira distinta daquela apresentada para os demais polimorfismos. Neste caso, os
polimorfismes sdo identificados por uma variagdo no tamanho dos fragmentos obtidos
na reacdo de amplificacdo. Na populagéo brasileira foram observados seis diferentes
alelos Dde | que apresentam tamanho variavel de 295 a 411 pares de base (Figueiredo
ef al,1994).
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RESULTADOS

PCR-SSCP
SSCP Niaoc-Radioativo

A analise de polimorfismo de conformacgao de hélice simples (SSCP) em sistema
nao-radioativo permitiu a determinagdo do padrdo eletroforético anormal em 27
fragmentos de DNA corresporidentes a 27 pacientes hemofilicos B dos 29 pacientes
analisados neste estudo. Por este método foi possivel observar um padrdo anormal de
corrida eletroforética em 1 fragmento correspondente ao exon 2 do paciente referido
como HB40; 1 fragmento correspondente ao exon 4 (HB17); 5 fragmentos
correspondentes ao exon 6 (pacientes HB1, HB13, HB16, HB20 e HB34): 1 do exon 7
(HB10) e 19 fragmentos do exon 8 (pacientes HB2, HB6, HB7, HB9, HB11, HB1Z,

HB15, HB22, HB23, HB26, HB31, HB35 HB36, HB39, HB43, HB45 HR46, HB47.
HB49) (Figuras 4 a 9).

O estudo de SSCP dos fragmentos correspondentes aoc exon 6 foram
dificuitados pela presenga do sitio dimérfico G:C (Malmé A) ou AT (Malmé B),
correspondente ao primeiro par de base do codon do residuc 148 (Figura 10). O par
AT apresentou-se mais freqUente na amostra analisada e os fragmentos de DNA
provenientes de pacientes que apresentavam o par G:C apresentaram um padréo de
migragao diferente daquele observado na maioria. Desta forma, todos os fragmentos
referentes ao exon 6 com padréo anormal de corrida eletroforética foram integralmente
sequenciados para a determinagdo da presenca do sitio dimdrfico ou de uma mutacao

de ponto.
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i

6.343

Figura 4: Analise de SSCP Néo- Radioativo do Exon B e Identificacdo da
Alteracdo Molecular por Seqgiienciamento Direto do DNA Amplificado por PCR

A esquerda, gel de SSCP dos fragmentos de PCR correspondentes ao exon B do gene do fator IX
dos pacientes hemofilicos HB35, HB36, HB40, HB42, HB43, HB45 ¢ HB46, corado com nitrato de
prata. O fragmento de DNA do paciente HB40 apresentou um padriio de migracfio eletroforética
diferente dos demais (indicado com a seta). A direita, uma parte da auto-radiografia da seqliéncia
nucleotidica do exon B do gene do fator IX do paciente HB40. O seqiienciamento revelou a transversdo

G—C na posiglo 6.325 (indicado em vermelho) no sitio de excisdo do intron 1.



10.411

Figura 5: Analise de SSCP Niao-Radioativo do Exon 4 e Identificagio da Alteragéo
Molecular por Seqiienciamento Direto do DNA Amplificado por PCR

A esquerda, gel de SSCP dos fragmentos de PCR correspondentes ao exon 4 do gene do fator IX
dos pacientes hemofilicos HB6, HB20, HB17, HB39, HB12, HB19 e HB13, corado com nitrato de prata.
O fragmento de DNA do paciente HB17 apresentou um padriio de migracio eletroforética diferente dos
demais (indicado com a seta). O fragmenio de DNA do paciente HB19 nfio apresentou padrio de
migragdo anormal na andlise de SSCP n#o-radioativo, embora a presenga de alteragio molecular tenha
sido detectada pela analise de SSCP radioativo. A direita, uma parte da auto-radiografia da seqliéncia
nucleotidica do exon 4 do gene do fator IX do paciente HB17. O seqiienciamento revelou a transicio

A—G na posi¢do 10.392 (indicado em vermelho) que resulta na substituigfio do residuo de aminoécido
Asp” para Gly.
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20.423

Figura 6: Analise de SSCP N&o-Radioativo do Exon F e Identificagio da Alteragio
Molecular por Segiienciamento Direto do DNA Amplificado por PCR

A esquerda, gel de SSCP dos fragmentos de PCR correspondentes ao exon F do gene do fator IX
dos pacientes hemofilicos HB6, HB9, HB12, HB15, HB34, HB35 ¢ HB39, corado com nitrato de prata. O
fragmento de DNA do paciente HB34 apresentou um padrio de migragiio eletroforética diferente dos
demais (indicado com a seta). A direita, uma parte da auto-radiografia da seqiiéncia nucleotidica do exon F
do gene do fator IX do paciente HB34. O seqiienciamento revelou a transversio G—T na posigiio 20.414
(indicado em vermelho) que resulta na substitui¢fo do residuo de aminodcido Arg' para Leu.
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30.124

30.155

Figura 7: Analise de SSCP N&o-Radioativo do Exon 7 e Identificacdo da Alteracio
Molecular por Seqgiienciamento Direto do DNA Amplificado por PCR

A esquerda, gel de SSCP dos fragmentos de PCR correspondentes ao exon 7 do gene do fator IX
dos pacientes hemofilicos HB1, HB9, HB11, HB39, HB10, HB31, HB32 ¢ HB12, corado com nitrato de
prata. O fragmento de DNA do paciente HB10 apresentou um padrio de migraciio eletroforética
diferente dos demais (indicado com a seta). A direita, uma parte da auto-radiografia da segiiéncia
nucleotidica do exon 7 do gene do fator IX do paciente HB10. O seqiienciamento revelou a transicio
(—>A na posigio 30.150 (indicado em vermelho) que resulta na substituicdo do residuo de aminoacido
Ala™ para Thr.
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Figura 8: Analise de SSCP Nio-Radioativo da Regido H1 do Exon 8 e Identificagio
da Alteracdo Molecular por Seqiienciamento Direto do DNA Amplificado por PCR

A esquerda, gel de SSCP dos fragmentos de PCR, digeridos com a enzima de restrigio Xmn f,
correspondentes a regido H1 do exon 8 do gene do fator IX dos pacientes hemofilicos HB1, HB7, HB20,
HB2, HB34, HB10 ¢ HB16, corado com nitrato de prata. O fragmento de DNA do paciente HB2
apresenton um padréo de migragdo eletroforética diferente dos demais (indicado com a seta). O
fragmento de DNA do paciente HB16 nflo apresentou padrio de migracdo anormal na analise de SSCP
ndo-radioativo, embora a presenga de alteragio molecular tenha sido detectada pela analise de SSCP
radioativo. A direita, uma parte da auto- -radiografia da seqiiéncia nucleotidica da regifio HI do exon 8 do

gene do fator IX do paciente HB2. O seqiienciamento revelou a transi¢io T-C na posico 31.062
(indicado em vermelho) que resulta na substituigiio do residuo de aminoacido Phe’™ para Ser.



Figura 9: Analise de SSCP Néo-Radioativo do Exon 8 e Identificagio das
Alteragbes Moleculares por Seqiienciamento Direto do DNA Amplificado por PCR

Acima, gel de SSCP dos fragmentos de PCR, digeridos com a enzima de restrigio Xmn [,

correspondentes ao exon 8 do gene do fator IX dos pacientes hemofilicos HB1, HB6, HB13, HB24, HB31,
HB34, HB35 ¢ HB36, corado com nitrato de prata. Os fragmentos de DNA dos pacientes HB6 ¢ HB35
apresentaram padro de migracdo cletroforética diferente dos demais (indicado com as setas). Abaixo 2
esquerda, uma parte da auto-radiografia da segiiéncia nucleotidica do exon 8 do gene do fator IX do
paciente HB6. O seqiienciamento revelou a transigdo A—G na posigfo 31.163 (indicado em vermetho) que
resulta na substituicio do residuo de aminoacido Met™ para Val. Abaixo a direita, uma parte da auto-
radiografia da seqiiéncia nucleotidica do exon 8 do gene do fator IX do paciente HB35. O seqiienciamento

revelou a transigdo C—>T na posi¢o 30.863 (indicado em vermelho) que resulta na formagio de um cédon
de terminagfo precoce (TGA) na posi¢io correspondente ao residuo Arg™®.
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20.423

Figura 10: Analise de SSCP Nao-Radioativo do Exon 6 e Identificacio do
Polimorfismo Malmé por Seqiienciamento Direto do DNA Amplificado por PCR

A esquerda, gel de SSCP dos fragmentos de PCR correspondentes ao exon 6 do gene do fator [X
dos pacientes hemofilicos HB1, HB6, HB7, HB34, HB35, HB36 ¢ HB39, corado com nitrato de prata.
Os fragmentos de DNA dos pacientes HB1 ¢ HB7 apresentaram padrio de migracdo eletroforética
diferente dos demais (indicado com a seta). A direita, parte das auto-radiografias da seqliéncia
nucleotidica do exon 6 do gene do fator IX dos pacientes HB7 ¢ HB34. O seqiienciamento revelou a
presenga do sitio dimérfico Malmé A (G:C) ¢ Malmdé B (A:T) nos pacientes HB7 e HB34,
respectivamente (indicado em amarelo). O seqilenciamento do fragmento de DNA correspondente ao
exon 6 do paciente HB34 também revelou a transversdo G—T na posicdo 20.414 (indicado em
vermelho) que resulta na substituigio do residuo de aminodcido Arg'* para Leu, como detectado na

anélise de SSCP dos fragmentos de PCR referentes ao denominado exon F.
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A técnica de SSCP nao-radioativo para a deteccéo de possiveis alteractes
moleculares em diferentes fragmentos de DNA das diferentes regides do gene do
fator IX mostrou-se muito susceptivel a variagbes de temperatura, voltagem,
amperagem e tempo aos quais sdo submetidas as amostras durante a corrida
eletroforética, de maneira semelhante ao observado nos estudos com p53, HLA-DQA e
K-ras {Hongyo ef al,1993). Assim sendo, alguns fragmentos de PCR estudados
apresentaram padrdo de migragédo anormal somente sob condigbes especificas de
eletroforese, apresentando um padrao normal quando submetidos as condicbes mais
comumente empregadas nas analises de SSCP realizadas neste trabalho.

Quando néo foi possivel determinar o padrdo eletroforético anormal em nenhum
dos fragmentos correspondentes aos diferentes exons de um determinado paciente sob

as condi¢Oes padrdo de temperatura, voltagem e tempo de corrida empregadas, as

amostras foram submetidas a novas corridas sob diferentes parametros o que
possibilitou a determinacdo das provaveis regides de alteracdo molecular nestas

casos.

SSCP Radioativo

Os fragmentos de DNA correspondentes as oito regides referentes ao promotor,
exons e sitios de excisdo de introns do gene do fator IX dos 29 pacientes hemofilicos B
foram submetidos & analise de SSCP radioativo para confirmacdo dos padrées
anormais de migracéo observados na técnica de SSCP nao-radioativo e identificacdo
de padroes eletroforéticos anormais ndo detectados no sistema automatico de
eletroforese.

A analise de SSCP a partir de produtos radioativos de PCR permitiu a
determinagéo de padrées de migracdo anormais em 5 fragmentos, de 5 pacientes
respectivamente, que ndo haviam sido identificados pela técnica de SSCP
nao-radioativo. Foi detectade o padrdo anormal em 1 fragmento correspondente ao
exon 1 (HB32), 1 referente ao exon 2 (HB1), 2 referentes ac exon 4 (HB19 e HB31) e 1
correspondente ao exon 8 (HB16) (Figuras 11, 12 e 13). Além disto, o padréo
eletroforético anormal determinado pela analise de SSCP nao-radioativo foi confirmado

nos estudos de SSCP radioativo.
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Figura 11: Analise de SSCP Radioativo do Exon1 e Identificacédo da Alteracio
Molecular por Seqiienciamento Direto do DNA Amplificado por PCR

A esquerda, auto-radiografia do gel de SSCP dos fragmentos de PCR, marcados com [o-P]dCTP,
correspondentes ao exon 1 do gene do fator IX dos pacientes hemofilicos HB1, HB2, HB16, HRB24, HB31,
HB32 e HB49. O fragmento de DNA do paciente HB32 apresentou um padrio de migragio eletroforética
diferente dos demais (indicado com a seta). A direita, uma parte da auto-radiografia da seqiiéncia
nucleotidica do exon 1 do gene do fator TX do paciente HB32, O seqiienciamento revelou a transi¢io G—A

na posi¢do 112 (indicado em vermelho) que resulta na substituigdo do residuo de aminogcido Cys™" para
Tyr. Esta mutagdo ndo havia sido identificada na analise de SSCP ndo-radioativo,
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Figura 12: Analise de SSCP Radioativo do Exon 4 e Identificagdo das Alteragdes
Moleculares por Segiienciamento Direto do DNA Amplificado por PCR

Acima, auto-radiografia do gel de SSCP dos fragmentos de PCR, marcados com [o-"P]dCTP,
correspondentes ao exon 4 do gene do fator IX dos pacientes hemofilicos HB14, HB135, HB16, HB17,
HB19 ¢ HB20. Os fragmentos de DNA dos pacientes HB17 e HB19 apresentaram padriio de migragio
cletroforética diferente dos demais (indicado com as setas). Abaixo 4 esquerda, uma parte da auto-
radiografia da seqiiéncia nucleotidica do exon 4 do gene do fator IX do paciente HB17. O
seqienciamento revelou a transicio A—»G na posigdo 10.392 (indicado em vermelho) que resulta na
substitui¢do do residuo de aminodcido Asp” para Gly. Abaixo a direita, uma parte da auto-radiografia
da seqiiéncia nucleotidica do exon 4 do gene do fator X do paciente HB19. O seqiienciamento revelou

a transiciio G—A na posi¢iio 10.506 (indicado em vermelho) no sitio de excisfio do intron 4. Esta
mutagdo ndo havia sido identificada na analise de SSCP néo-radioativo.
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Figura 13: Analise de SSCP Radioativo do Exon 8 e Identificagao da Alteracdo
Molecular por Seqiienciamento Direto do DNA Ampilificado por PCR

A esquerda, auto-radiografia do gel de SSCP dos fragmentos de PCR, marcados com [a-*P]dCTP,
correspondentes ao exon 8 do gene do fator IX dos pacientes hemofilicos HBI, HB13, HB20, HB39,
HB40, HB42, HB45, HB46 ¢ HB49. O fragmento de¢ DNA dos pacientes HB39, HB45 ¢ HR46
apresentaram padrdo de migragio eletroforética diferente dos demais (indicado com a seta). A direita, uma
parte da auto-radiografia da seqiiéncia nucleotidica do exon 8 do gene do fator IX do paciente HB45. O
seqiienciamento revelou a transi¢do C—T na posigio 31.008 (indicado em vermelho) que resulta na
substituigdo do residuo de aminodcido Thr* para Met. O seqienciamento dos fragmentos de DNA

referentes ao exon 8 dos pacientes HB39 e HB46 revelou a presenca da mesma mutagdo de ponto
identificada no paciente HB45.



70

Mutacbes nos 29 Pacientes Hemofilicos B

Os fragmentos que apresentaram padrao eletroforético anormal na analise do
SSCP radioativo e néo-radioativo foram sequenciados para a determinacdo da
alterac&o molecular responsavel pela migracao eletroforética diferenciada.

O seqUenciamento foi realizado a partir de novos produtos de PCR, com o
intuito de evitar que o padrdo de migracdo anormal e a alteracdo molecular
correspondente fossem resultado da incorporagéo errénea de nucleotideos durante o
processc de amplificagéo dos fragmentos de DNA na reacso anterior de PCR. Além
disto, o seqlenciamento dos fragmentos foi repetido com amostras obtidas de
diferentes reagdes de PCR para a confirmacao das mutacdes determinadas.

O sequenciamento dos fragmentos com padrao eletroforético anormal permitiu a

identificagdo de 30 mutagbes de ponto nas regides correspondentes aos exons e sitios

de excisdo de introns do gene do fator IX nos 29 pacientes analisados (Tabela Ill). O
resumo das alteragbes moleculares identificadas neste estudo esta apresentada no
Quadro 1. O paciente referido como HB31 apresentou duas mutagdes, a primeira
caracterizada por uma fransicdo A—G no sitio de excisdo do intron 4 na posICao
10.512 e a segunda por uma transversdo C—A no exon 8 na posigdo 31.223, levando &
substituigdo do aminodcido prolina para treonina. Além destas mudangas na sequéncia
nucleotidica, o paciente HB31 também apresentou uma substituigdo neutra na posicéo
31.093 correspondente ao terceiro nucleotideo do codon para GIn®* no exon 8. Como
nao foi possivel determinar se esta substituicdo silenciosa representa um variante raro
(polimorfismo de baixa freqiiéncia) ou uma mutagéo de ponto (Koeberl ef al.,1989), ela
nao foi incluida nas diferentes analises para determinag&o do padréo de mutages que
caracteriza o gene do fator IX. Ndo foi observado nenhum caso de deiegéo de
pequenas ou grandes regides do gene do fator IX na amostra analisada neste estudo.
O sequenciamento dos fragmentos correspondentes ao exon 6 dos pacientes
HB1, HB7 e HB16, que apresentaram padrao de migragdo anormal nas analises de
SSCP radioativo e nadoc-radioativo, revelou a presenga do sitio dimoérfico denominado
Malmé A (Figura 10) e a auséncia de outras alteracées na seqléncia nucleotidica

nesta regido. Nestes pacientes as mutagGes foram identificadas nos exons 2 e 8 nos
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quais também foram detectados padrées anormais de corrida eletroforética em analise
de SSCP radioativo.

Das 30 mutagdes observadas (ndo considerando a mutacao silenciosa da
posicdo 31.093), 22 (73%) representavam alteracdes nucleotidicas diferentes. Trés
pacientes (HB15, HB22 e HB23) apresentaram a mesma mutagdo de ponto,
caracterizada por uma transicdo de G—A na posicdo 30.864 levando & alteracao do
aminoacido 248 de Arg para Gin. Cinco pacientes provenientes do Para (HB36, HB3S,
HB43, HB45 e HB46) apresentaram a transicdo nucleotidica de C—T na posican
31.008 (Figura 13), com a alteracdo do aminodcido Thr da posicdo 296 para Met. Por
fim, trés pacientes apresentaram a transicdo A—G do nucleotideo de posicdo 31.163
que leva a mudanga da Met de posicdo 348 para Val (Figura 9).

Dentre as mutagbes de ponto identificadas, apenas trés afetam sitios de excisio

de introns e trés representam mutagdes ‘nonsense’ (formacdo de cédons de
terminagéo precoces), sendo que a grande maioria das alteragbes moleculares
encontradas nesta amostra correspondem a mutaces “missense” (alteragbes nos
residuos de aminodacidos da proteina).

As mutagbes identificadas neste estudo foram observadas predominantemente
no dominio catalitico do fator IX. Das 31 alteracdes moleculares identificadas, 22
localizam-se na porgé&o carboxi-terminal da proteina, particularmente nos nucleotideos
que perfazem o exon 8. Apenas uma alteracdo molecular foi identificada na seguéncia
do pré-peptideo, uma no dominio Gla, uma no dominio EGF-1, uma no domino EGF-2,
e por fim, duas mutacgdes foram determinadas no peptideo de ativacao.

A identificacao das alteragbes moleculares dos pacientes hemofilicos analisados
no presente estudo permitiv a determinagdo de seis mutagbes nao descritas
previamente na literatura (Giannelli et al.,1996). Estas mutagoes estdo indicadas na
Tabela lli.
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Paciente fFIx.c? Alteracéo Alteracao no Dominio CpG Nivel de Hapldtipo
nucleotidica® aminozcide® funheional conservagio #
do aa’
HB 32 4,8% 112 G—A -19, C—Y* peptidec-sinai néo S 2
HB 40 <1% 6.325 G-»C acceptor splice (b) — naoc - 7
HB 1 <1% 6.460 C—T 29, R—>Stop Gla $im - g
HB 17 24% 10.382 A G 47, DG EGF-1 néo G 5
HB 19 1% 10.506 G—A donor splice {d)* — n&o - 6
HB 13 2% 20.374 TSC 132, C—R EGF-2 nao G 7
HB 34 9% 20.414 G-»T 145, R—L ativagdo sim S 2
HB 20 1% 20518 C—T 180, R-sW ativagdo sim G g
HB 10 9.4% 30.150 GA 233, AT catalitico sim G 5
HE 35 <1% 30.863 C-aT 248, R-»Stop catalftico sim - 5
HB 15 2,5% 30.864 GA 248, R-»Q catalitico sim P 5
HB 22 7% 30.864 GoA 248, R—Q catalitico sim P 5
HB 23 6.5% 30.864 G-»A 248, R-Q catalitico sim P 5
HB 47 4% 30.987 G-C 289, C-38* catalltico nao G 4
HB 36 5% 31.008 CHT 296, T-M catalitico sim 8 3
HB 39 nd* 31,008 C—»T 296, T-»M catalitico sim s 3
HB 43 9% 31.008 C»T 206, T—>M catalitico sim S 5
HB 45 4% 31.008 CT 296, T-sM catalitico X144 S 3
HB 46 nd® 31.008 C—sT 296, T-M catalitico sim S 3
HB 2 8% 31.062 T=C 314, F»8* catalitico ET s 2
HB 12 1.6% 31118 C»T 333, R—Stop catalitico sim - 6
HB 6 3,7% 31.163 AG 348, M-V catalitico néo G i
HB 9 5% 31.163 A=G 348, M-V catalitico ndo G 1
HB 11 4. 7% 31.163 A—G 348, M-»V catalitico ndo G 8
HB 7 <1% 31.202 T—A 361, C-»8 catalitico nac G 9
HB 16 2% 31.263 GC 381, GA* catalitico nédo G 8
HE 48 1.0% 31.289 G-A 390, AT catalitico ndo P 5
HB 26 <1% 31.340 T-A 407, WR" catalitico ndo G 2
HB 31 <1% 10.512 A—G donor splice +7 — ndo - 3
31.093 GA 324, G- mut. neutra ndo - 3
31.223 C-A 368, P—T catalitico nao G 3

* Atividade coaguiante do fator 1X

® Nimero de Yoshitake et al. (1985)
° Classes de conservacio sdo abreviadas como a seguir. G = residuo genérico, P

* mutacles ndo descritas anteriormente

e $ = especifico do fator IX (Bottema ef al,1991)
¥ nd - atividade de fator [X néo foi determinada. Quadro clinico observado tipico de hemofilia B leve.

= residuo parcialmente genérico



Quadro 1: Resumo das Alteragbes de Seqiiéncia nos 29 pacientes analisados

1. Nitmere de mudangas de segliéncia nas oito regides de provavel significancia funcional............................ 3
2. Ndmero de mutagdes independentes. . 24
3. Namero de pacientes com uma segunda lErac80. ... ... e 1

4. Tipo de mutacao

TIANSIGORS. ... ettt 17
TTBNSVEISOBS. ..ttt ettt 7
MicrodelegBes (KO0PD).. o 0
DG BES. .. e 0
D BB OES  eeeeeee G

5. Localizacdo da mutagéo

Deleglo 10tal o gene ... e 0
SUposta 1egido PrOMOLOTA. ... e 0
Regifio 5 N80 traduZiBa ... e 0
Sequéncia codifiCadorna. ... e e 21
Sitios de excisAo de IMFONS.........iiiii i) 3
Regido 3'ndo traduzida (poll A ). o
8. Caonsequéncias Funcionais
PO Na TS S IS R e 18
Protelna truncada ("NONSeNSE ). ... e 3
Delegdo parcial ou total de amino8eidos.. ... 0
EXCISA0 ANOIMEL. . e 3
Diminuicdo da expressdo/ tradUGao. ... e 0

Analise dos Haplétipos
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A analise dos haplotipos do gene do fator IX foi realizada para possibilitar a

identificagao da portadora da alterag&o molecular nas familias dos pacientes estudados

e para a determinagio da origem de cada uma das mutagdes. A partir da identificacao

dos diferentes sitios polimorficos do gene do fator IX é possivel determinar

Se

alteragbes moleculares idénticas foram originadas em eventos independentes ou

apresentam uma origem ancestral comum. Se dois ou mais pacientes sao portadores

de uma mesma alteragao molecular e seus genes apresentam haplotipos idénticos

considera-se que mutagdo tenha ocorrido em um evento Unico. Por outro lado, se as

mutacdes iguais forem observadas em genes com haplétipos diferentes, considera-se

que as mutagles foram originadas em eventos independentes.
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Determinacgao dos Hapldtipos

A analise dos sitios polimérficos Bam HI, Mnll, VNTR Dde ! e Hha | dos 29
pacientes hemofilicos B (Figura 14) permitiu a determinacdo de nove haplétipos
diferentes (Tabela IV). Os pacientes HB15, HB22 e HB23 com a mesma alteracéo
molecular na posi¢ao 30.864 apresentaram o mesmo haplétipo do tipo 5. Os pacientes
originarios do Estado do Para HB36, HB39, HB45 e HB46 com a mutacdo na posicéo
31.008 apresentaram o mesmo haplétipo do tipo 3, enquanto que o paciente HB43
portador da mesma mutagdo, apresentou um hapiodtipo do tipo 5, diferente dos demais.
Finalmente, os pacientes HB6 e HB9 com alteragédo nucleotidica na posicdo 31.163
apresentaram o mesmo haplétipo do tipo 1 diferente do paciente HB11 no qual foi
observada uma mutacdo idéntica, mas haplétipo do tipo 6. A identificacdo de uma

mesma mutagao em haplotipos diferentes indica que estas alteracdes moleculares se

originaram em eventos independentes. Assim sendo, as alteracdes nucleotidicas
observadas nos 29 pacientes hemofilicos B desta amostra representam 24 eventos
mutacionais de origem independente.

A analise do sitio polimorfico VNTR Dde/ (IARY()dos 29 pacientes
hemofilicos B permitiu a identificacdo de quatro diferentes alelos: AB, A,B,, AsB e um
variante de AB (Figura 18), em que A = (GT)(AC)(AT):(GTYAT)s e B = A com um
dinucleotideo 3' AT adicional (Jacobson ef af,1993). O alelo AB, com tamanho de 319
pb, apresentou maior frequiéncia na amostra estudada (83%), seguido do alelo A.B, de
369 pb (14%), de acordo com o observado em estudos anteriores (Figueiredo et
al,1994). O alelo incomum A;B, com 367 pb, foi identificado no paciente HB47 através
do sequenciamento direto do fragmento de PCR, uma vez que a corrida eletroforética
em gel de agarose € ineficaz na diferenciagdo deste alelo do A,B, com apenas 2 pb a
mais. Um variante do alelo AB, ndo descrito anteriormente, foi identificado nos
pacientes HB6 e HBS e € caracterizado pela delegéo de 12 pb a montante da regiao

das sequiéncias repetidas A e B do intron 1 do gene do fator IX.
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Figura 14: Analise dos Sitios Polimorficos do Gene do Fator IX para Determinacéo
dos Haplotipos

A) Géis de agarose 2% corados com brometo de etidio para anélise dos sitios polimérficos Bam Hi,
Dde I, Mnl I e Hha 1. Acima & esquerda, andlise do sitio Hha 1 situado a 3' do gene do fator IX. Os
fragmentos de PCR de 230 pb dos pacientes HB2, HB6, HB7, HB9, HB10, HB11, HB12, HB13 ¢ HB15
foram submetidos & digestfio com a enzima Hha I para determinagfio da presenca ou auséncia do sitio de
restricdo. Acima a direita, anélise do polimorfismo Bam HI situado na regifio 5' do gene do fator IX. Os
fragmentos de PCR de 289 pb dos pacientes HB20, HB19, HB17, HB16, HB15, HB13, HB12, HBI1, HB10,
HB9, HB7, HB6 e HB2 foram submetidos a digestdo com a enzima Bam HI para determinagfo da presenga
ou auséncia do sitio de restri¢iio. Abaixo § esquerda, andlise do polimorfismo VNTR Dde 1 (1A:RY(i))
situado no intron I do gene do fator IX. Os fragmentos de PCR de HB21-1, HB6, HB16-5, HB16-4, HB16-3,

HB16-2, HB16-1, HB16, HB49, HB47 ¢ HB46 apresentaram tamanho variado de 319, 367 e 369 pb. A
canaleta indicada com a letra M (marcador) é uma mistura de produtos de PCR de tamanhos 310, 328 ¢
346pb. Abaixo & direita, andlise do polimorfismo Mnl I situado no exon 6 do gene do fator IX. Os
fragmentos de PCR de 328 pb dos pacientes HB2, HB6, HB7, HB9, HB10, HB1I, HB12, HB13, HB1S5,
HB16, HB17 e HB19 foram submetidos a digestdo com a enzima Mn/ I para determinacio da presenga ou
auséncia do sitio de restrigdo. B} Esquema do gene do fator IX indicando os oito exons ¢ a posigdo dos sitios
de restricio das enzimas Bam HI, Dde I, Mnl I ¢ Hha I.
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Figura 15: Seqlienciamento dos Diferentes Alelos Dde | {(IA:RY(i))

Parte das auto-radiografias do seqlienciamento direto dos fragmentos de DNA da regido
polimoérfica do intron 1 (Dde I ou [A:RY(i)) do gene do fator IX dos pacientes HB1, HB6 e HB47
(da esquerda para a direita). O seqlienciamento revelou trés alelos distintos, denominados AB, vAB
¢ A,B de tamanho 319 pb, 307 pb e 367 pb, respectivamente, em que A = GT(AC),(AT),GT(AT), ¢
B = GT(AC)(AT),GT(AT),. O paciente HB6 apresentou um alelo Dde | semelhante ao alelo AB mas
caracterizado por uma delecdo de 12 pb (seqiiéncia indicada no quadrado vermelho) a montante da
regido das repeticdes A e B. Este variante (vAB) nio havia sido descrito anteriormente.
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Tabela IV: Analise dos Haplétipos

Polimorfismos
Hapidtipo # Mni i Hha | Bam Hi A:RY(i)’

1 - - - AB-12pb (vAB)
2 . - - AB

3 - . + AB

4 - - + AsB

5 N + - AB

6 . + - AzB;

7 - + + AB

8 + - - AB

9 + + . AB

A = (GT)AC)HAT)(GTHAT)s & B = (GTHAC)(AT)s(GTHAT )4 (AT)

Mutagdes “Missense” em Sitios Conservados

Sé&o definidos quatro niveis de conservacio de residuos a partir da comparacao
das sequéncias do fator IX de diferentes espécies de mamiferos e das serina
proteases relacionadas (fator VII, fator X e proteina C) de bovinos e humanos
(Bottema et a/,,1891). Um residuo é classificado como genérico (G) se for idéntico no
fator IX de todas as espeécies e for também idéntico nas trés proteases da coagulacao
sangtinea. Um residuo € considerado especifico de fator IX (S) se ele for idéntico no
fator IX de todas as espécies mas ndo idéntico em qualquer das serina proteases
relacionadas. O residuc é denominado parciaimente genérico se ele for idéntico no
fator IX de todas as espécies e idéntico em uma ou duas das serina proteases. Se um
residuo € substituido no fator IX de qualquer uma das espécies analisadas ele ¢

classificado como nao-conservado.

Um residuo pode ser substituido de maneira conservada no fator [X das
diferentes espécies. As substituicbes consideradas altamente conservativas sio:
Ser/Thr, Ser/Ala, Tyr/Phe, Arg/Lys, lle/Leu/Val, Asn/Asp, Asp/Glu, GIn/Asn e GIu/Gin
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(Bottema et a/,1991). A classificacao dos residuos de aminoacidos do fator IX nos
grupos definidos como genérico, parcialmente genérico, especifico e ndo-conservado

foi modificada para permitir as substituicbes consideradas altamente conservativas.

Os alinhamentos das sequéncias do fator IX de diferentes espécies e das
sequéncias dos fatores IX, VI, X, e proteina C indica que a maioria das mutagdes
identificadas nos Caucasoides surgem em residuos conservados evolutivamente.

A analise dos 29 pacientes hemofilicos B brasileiros mostra que todas as
mutagdes identificadas correspondem a alteragdes em residuos de aminoacidos
conservados. Das 18 mutagSes “missense” de origem independente, 11 (61%) ocorrem
em residuos de aminoacidos genéricos (G), 2 (11%) ocorrem em residuos parcialmente
genéricos (PG) e 5 (28%) ocorrem em residuos especificamente conservados no

fator IX mas n&o nas serina proteases relacionadas (S). Nenhuma mutagao “missenseg’

foi identificada em sitios n&o conservados.

Analise dos Sitios CpG

As mutagbes de ponto foram divididas segundo sua ocorréncia em sitios
denominados CpG, considerados pontos de maior probabilidade de ocorréncia de
transicées C—T ou G-»A. Nesta andlise foram consideradas todas as mutacgées
resultantes de eventos independentes, excluindo a alteracdo neutra identificada no
paciente HB31, na posigéo 31.093. A partir da analise dos sitios polimorficos do gene
do fator IX foi possivel determinar a origem independente de 24 alteracbes
moleculares das 30 mutagdes identificadas neste estudo.

O padrdo das mutagdes independentes identificadas nos pacientes analisados
neste estudo foi comparada com amostras definidas previamente em hemofilicos B dos
Estados Unidos (Gostout ef al,1993;, Sommer e Ketterling, 1994) e mexicanos de

origem hispanica (Thorland et al.,1995) (Tabelas V e VI). TransicOes e transversfes

em sitios CpG foram analisadas separadamente porque estas mutagées séo causadas
por diferentes mecanismos mutacionais e ocorrem em elevadas taxas se comparadas a
transicdes e transversbes em sitios ndo-CpG (Bottema et al., 1993 Ketterling et
al., 1994).



79

Neste estudo foram identificadas @ (36%) mutacbes (transigdes e transversdes)
em sitios CpG. As 16 alteracdes moleculares restantes (64%) localizam-se em sitios
n&o-CpG. As transicbes A:G e C:T em sitios CpG ou n&o corresponderam a 75% do
namero total das mutagdes identificadas, confirmando os valores obtidos da analise

das amostras de CaucasOides americanos e mexicanos de origem hispanica

(Tabela V).

Tabela V: Mutagbes Independentes em Linhagens de Células Germinativas

Brasileira® | E.U.A.Caucasotides® | Mexicana® E.UAC
n=24 n=127 n=32 n=203
Transicdo em 8 (33,3%) 35 (28%) 11 (34%) 54 (27%)
sitio CpG
Transicdo em 9 (37,5%) 40 (31%) 9 (28%) 72 (35%)
sitio ndo CpG
Transversao 1(4,2%) 6 (5%) 1 (3%) 8 (3,9%)
em sitio CpG
Transversao 6 (25%) 26 (20%) 5 (16%) 41 (20%)
em sitio n&o
CpG

* Padrao de mutagdes observado neste estudo

® Padrdo de mutagdes em Caucasbides dos E.U.A. descrito por Gostout ef af. (1993)

* Padrao de mutagdes em Hispanicos do México descrito porThorland et &l (1995)

? Padrio de mutagdes em hemofilicos B dos E.U.A. descrito por Sommer e Ketterling (1994)
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Tabela VI: Comparagéo do Padrdo de Mutagbes lindependentes entre Diferentes

Populac¢bes
Brasileira X Caucasoide | Brasileira X Mexicana | Brasileira X E.U.A
Transicdo em X?4y=0,30 p=0,56 X*4=0,01 p=0.93 X?1)=0,49 p=0,48
sitio CpG
Transicdo em X?(4=0,33 p=0,56 X%4=1,83 p=0,176 X21y=0,04 p=0,84
sitio ndo-CpG
Transversdo em p=0,69* p=0,67* p=0,64"
sitio CpG
Transversio em X24y=0,25 p=0,618 p=0,29" p=0,37*
sitio nao-CpG

Teste do Qui-quadrado

*Teste exalo de Fisher

Determinagio das Portadoras do Gene Ligado a Hemofilia

Foi realizada a analise de haplotipos para detecgo de portadoras da familia dos
pacientes HB6 e HB21 (Tabela Vil) e da familia do paciente HB16 (Tabela Vi)

Da familia do paciente HB6 foram estudados mais trés hemofilicos catalogados
como HB21, HB21-1 e HB21-7. Todos apresentaram o mesmo haplétipo -/ -/ vAB / -
para os sitios polimérficos Mnf/, Hha !, IA:RY(i) e Bam Hi respectivamente. Este
hapldtipo caracteriza o alelo defectivo ligado a hemofilia B nesta familia. Como era
esperado, a mae do hemofilico HB21 e irma dos hemofilicos HB21-1 e HB21-7, referida
como HB21-5, é portadora do alelo defectivo com haplétipo -/ -/ vAB /- e apresenta
um segundo alelo normal com haplotipo +/+/AB/-para os mesmos sitios
polimorficos. O pai (HB21-6) do paciente HB21, por sua vez, apresenta um alelo
normal com hapiétipo + / -/ AB / - distinto dos demais.

As filhas do hemofilico 21-1 (HB21-2 e HB21-3) também foram estudadas e uma

vez que um de seus cromossomos X € proveniente do pai, ambas serdo
necessariamente portadoras do gene andémalo responsavel peia doenga, 0 que pode

ser confirmado pela detecc@o do haplidtipo -/ -/ vAB / -. O outro alelo, proveniente da
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mae HB21-4, apresenta haplétipo +/-/AB /- e ndo apresenta anormalidades. Nesta
familia nao foi analisada nenhuma portadora potencial do alelo anémalo do gene do
fator IX.

A analise dos sitios polimorficos Mnf 1, Hha I, IARY(i) e Bam H! do paciente
hemofilico HB16 produziu o haplétipo +/-/AB/ - correspondente ao alelo defectivo
responsavel pela hemofilia B. O haplétipo da mae (HB16-2) foi determinado e conforme
O esperado foram detectados dois alelos distintos: +/-/AB/ - referente ao alelo
anomalo e -/ +/ AB / - referente ao alelo normal. O haplotipo do pai (HB16-1) também
foi determinado (- / + / A,B; / -), apresentando-se distinto dos demais.

Duas possiveis portadoras do alelo afetado foram analisadas. Ambas sao irmas
do paciente HB16 e foram catalogadas como HB16-3 e HB16-5. A analise dos quatro

dimorfismos dialélicos de HB16-3 revelou a presenca dos alelos com haplétipos -

[+1A;B, [ - proveniente do pai e +/+/AB/- diferente dos alelos identificados na
méae. O filho desta mulher, catalogado como HB16-4, ndo & hemofilico B e apresenta o
alelo +/+/ AB/ - observado na mae HB16-3. Por esta razdo, é possivel concluir que o
alelo +/+/ AB/ - ndo esta ligado ao gene afetado. Por outro lado, a analise de HB16-5
indicou a presenca dos alelos com haplétipos - / + / A,B, / - referente ao cromossomo X
do pai e+/-/AB/-que identifica o alelo portador da alteracdo molecular. O
sequenciamento dos fragmentos correspondente ao exon 8 do gene do fator [X dos
individuos desta familia confirmam os resultados deduzidos da analise dos diferentes

sitios polimorficos (Figura 16)
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Tabela VII: Anélise dos Haplétipos para Deteccédo da Portadora na Familia do Paciente
HB6

Hp21-2

Polimorfismos

Mnii Hha | IA:RY(i) Bam Hi
Paciente HB 6 - - vAB -
Paciente HB 21 - - vAB -
Tio HB 21-1 - - vAB -
Prima HB 21-2 +/- -/ vAB/AB -/~
Prima HB 21-3 +/- -/~ vAB/AB -~
Tia HB 21-4 +/+ ~/- AB/AB =/
Mée HB 21-5 +/- +/- vAB/AB -f-
Pai HB 21-6 + - AB -
Tio 21-7 - - vAB -
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Tabela Viil: Analise dos Hapidtipos para Deteccdo da Portadora na Familia do

Paciente HB16

HB16-1 HBI16-2

O

A HBI6

O

L]

HB16-5 HB16-3
HBl6 FIX.C=2% HB16-4
HB16-2 FIX:C=79%
HB16-3 FIX:C=106%
HB16-4 FIX:C=192%
HB16-5 FIX.C=94%
Polimorfismos
Mni ! Hha | IA:RY(i) | Bam Hi
Paciente HB 16 + - AR -
Pai HB 16-1 - + AsB. -
Mae HB 16-2 +/e +f- AB/ARB -f-
Irma HB 16-3 +/- +f+ ABA:B, -f=
Sobrinhoc HB 16-4 + + AR -
Irma HB 16-5 +f- +f- AB/ALB, -/-
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31.251

Figura 16: Seqiienciamento do Fragmento de PCR Correspondente ao Exon 8 para
Determinacdo da Portadora da Alteragao Molecular na Familia do Hemofilico HB16

Parte da auto-radiografia do seqlienciamento dos fragmentos de PCR correspondentes ao exon 8 do
paciente HB16 e sua familia HB16-2 (méc), HB16-3 (irmf), HB16-4 (sobrinho nio-hemofilico) ¢ HB16-5
(irmd). No paciente HB16 foi identificada a transversio G—C na posicio 31.263, responsavel pela
substituigio do residuo de aminoacido Gly™ para Ala (indicada com a seta vermelha). O seqiienciamento de
HB16-2 ¢ HB16-5 evidencia a presenga de um alelo normal (setas azuis) e um alelo com a alteragfio

molecular (setas vermethas) caracterizando-as como portadoras da mutagio responsavel pela hemofilia B. Por
sua vez, o seqlienciamento de HB16-3 e HB16-4 indica homozigose para o alelo normal.
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DISCUSSAO

Hemofilia é uma doenga hemorragica hereditaria ligada ao cromossomo X
amplamente distribuida entre os diferentes grupos populacionais estudados. Seu
tratamento é baseado fundamentalmente na reposi¢@o do fator IX coagulante obtido a
partir do plasma humano, acarretando em um alto risco de transmissao de patogenos
virais, particularmente os virus das hepatites C e B (HCV e HBV) e o virus da
imunodeficiencia humana (HIV), que contribuem para o aumento da morbidade da
doenca (Lozier e Brinkhous, 1994, Lusher, 1995). As técnicas de purificacao do plasma
por cromatografia com a utilizagdo de anticorpos monoclonais, inativagao por calor e
tratamentos com detergentes virucidas produzem concentrados de fator [X que
oferecem menores riscos de contaminagdo por agentes infecciosos ou de

desenvolvimento de doengas tromboembdlicas (Roberts e Eberst, 1993). O

desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante também tem provido uma série
de “produtos sintéticos” para tratamento das hemofilias A e B. Entretanto, o alto custo
da administragao de concentrados de fator IX (puros ou sintéticos) para tratamento de
hemofilia impede sua utilizacdo em todos os casos da doenca, de maneira gue apenas
uma pequena porcentagem (20%) dos pacientes hemofilicos tem acesso a tratamento
adequado. No Brasil varias instituicbes utilizam apenas o plasma fresco congelado no
tratamento dos pacientes com hemofilia B favorecendo a transmissdo de doengas
infecciosas, de maneira que a contaminagdo por HIV apresenta-se como a principal

causa de morte de hemofilicos no pais (Melo, 1989).

Por estas razdes, o aconselhamento genético nos casos de hemofilia mostra-se
como uma alternativa eficiente para o controle da doenca na populacdo. O
aconselhamento genetico de hemofilia B requer a detecgéo da portadora do gene do
fator IX defectivo ou o diagnéstico pré-natal. O método que permite um diagndstico

preciso da portadora fundamenta-se na anélise do DNA, através dos estudos de
ligagéo de sitios polimorficos (RFLPs) ou da identificagdo da alteracdo molecular

responsavel pela doenca.
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Detec¢do da Portadora de Hemofilia B

A determinagéo dos hapldtipos das familias dos pacientes HB6 e HB16 foi
realizada para a identificacdo ou exclusao das portadoras do gene ligado & hemofilia. A
analise dos quatro polimorfismos dialélicos (Bam HI, Hha I, Mni | e Dde /) mostrou-se
informativa na familia do paciente HB6 e permitiu a corfirmagdo das portadoras
obrigatorias HB21-2, HB21-3 e HB21-5 O paciente HB6 possui cinco irmés
potencialmente portadoras da mutacdo responsavel! pela hemofilia B nesta familia. Q
estudo dos polimorfismos ou a analise direta da alteracdo molecular seriam de grande
utilidade para a identificacdo ou exclus@o das portadoras, possibilitando o

aconselhamento genético.

No caso da familia do paciente HB16, a irma catalogada como HB16-3
apresentou um haplétipo diferente (+/+/AB/-) daquele identificado nos alelos da

mae HB16-2 (+/-/AB/-e-/+/AB/-). Tal observacdo pode ser explicada pela
ocorréncia de recombinagdo intragénica ou por néo-paternidade. Neste caso, o
diagnostico da portadora pela analise de hapidtipos fica impossibilitada, evidenciando
a necessidade da identificag@o da alteragdo molecular para a determinacéo precisa da
portadora e diagnodstico pré-natal em alguns casos de hemofilia B. Como HB16-3
possui um filho HB16-4 com atividade coagulante do fator IX normal e haplétipo
+/+/AB /- & possivel concluir que este haplétipo ndo apresenta-se ligado a alteracéo
molecular responsavel pela hemofilia B. Baseado nesta observagéo é possivel supor
que HB16-3 nao seria portadora do alelo defectivo do gene do fator [X. Neste caso, o
nascimento e a analise dos sitios polimdrficos do filho HB16-4 foram essenciais para a
exclusao da portadora, desviando dos objetivos de prevencgdo por aconselhamento

genético.

Andlise de SSCP Nio-Radioativo e Radioativo

A tecnica de PCR-SSCP né&o-radioativo para o rastreamento das alteragtes
moleculares no gene do fator IX de pacientes com hemofilia B permitiu a deteccéo de

um padrao anormal de corrida eletroforética em 90% dos pacientes analisados neste
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estudo. Os pacientes que n&o apresentaram padrdo de migracdo anormal na andlise
de SSCP nao-radioativo foram submetidos & andlise de SSCP radioativo, que permitiu

a localizagdo das alteragSes moleculares nestes casos.

Embora a anélise de SSCP radioativo tenha se mostrado mais eficaz na
deteccao de alteracbes moleculares, este método apresenta algumas limitagdes. Em
primeiro lugar, a analise de SSCP radioativo em gel de poliacrilamida requer uma
corrida eletroforética a baixas voltagens para evitar o aquecimento responsavel por
alteragbes conformacionais nos fragmentos de DNA estudados. Isto faz com que esta
técnica demande um tempo maior para a sua execugdo. Para obtencdo de resultados
consistentes faz-se necessario o controle preciso da temperatura do gel durante a
eletroforese, o que ¢ dificultado pelas grandes dimensées dos géis utilizados nesta

analise. Além disto, a necessidade da autoradiografia para visualizacao dos resultados

(que pode exigir mltiplas exposices) implica em um tempo adicional para a obtencéo
de uma imagem clara do padréo de migracdo eletroforética (Hongyo et al.,1993). Por
fim, o requerimento de isdtopos radioativos restringe a utilizagdo desta metodologia

aos cenfros nos quais este material encontra-se disponivel.

Apesar das dificuldades relacionadas acima, a técnica de SSCP radioativo foi e
ainda € utilizada para o rastreamento de mutacdes e analise de sitios polimérficos no
gene do fator IX em diferentes amostras populacionais (Fraser et al. 1992, David ef
al,1993; Lin e Shen, 1993; Poon et al,1993) e apresenta-se eficiente em 80% (David
et al,1993) a 96% (Poon et al.,1993) dos casos analisados. Este método também vem
sendo utilizado na detecgéo de mutacGes no gene do fator VIII e outras anormalidades

genéticas.

Por outro lado, a técnica de SSCP nao-radioativo, em sistema automatico ou
nao, elimina os problemas apontados na analise de SSCP radioativo. A analise de

SSCP de fragmentos de PCR ndo-radicativos nao se limita a disponibilidade dos
isOtopos e apresenta-se como um método rapido e eficaz na deteccdo de alteracdes
moleculares responsaveis por diferentes doencas. Além disto, esta analise requer géis
de poliacrilamida de pequenas dimensbes, que facilitam o controle das condigbes da

corrida eletroforética.
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Deste modo, uma boa estratégia para o rastreamento de mutagbes no gene do
fator IX pode se constituir da analise de SSCP néo-radioativo para deteccéo da maioria
das alteragbes moleculares nos pacientes hemofilicos B, seguida da andlise de SSCP

radioativo nos casos que permanecerem indeterminados.

Deteccdo das Mutagdes nos 29 Pacientes Hemofilicos B

Além de possibilitar a identificacdo de portadoras e o diagndstico pré-natal, a
identificagdo de mutagdes relacionadas com os casos de hemofilia B é importante no
sentido de definir as regides do fator IX que sdo essenciais para a manutencao de sua
estrutura e func@o. Inicialmente, varias metodologias foram empregadas para a
deteccdo de mutacdes no gene do fator IX, tais como a analise de “Southern blot” para
determinacdo de grandes delegbes ou alteragbes de sitios de restricdo para
endonucleases (Giannelli ef al,,1983) e a clonagem e seqglenciamento do gene afetado
(Rees et al,1985). Estes métodos apresentam baixa sensibilidade e exigem muito
tempo para a obtengdo de resultados e aquisicdo da informacéo disponivel na
populagdo altamente heterogénea de mutagbes no gene do fator IX (Green et
al.,1989). A analise de polimorfismo de fragmento de restricdo (RFLP) também é
utilizada no diagnostico da portadora e, conforme discutido anteriormente, apresenta
limitagbes na determinacdo da portadora e diagndstico pré-natal. A identificacdo da
mutagcdo por sequenciamento de fragmentos de amplificacdo do DNA genémico
apresenta-se como a estratégia mais eficiente na determinac&o da portadora (Green et
al.,1989; Chan ef a/.,1991). Mais recentemente, foram desenvolvidas técnicas para o
rastreamento de alteragbes nucleotidicas em seqiéncias de DNA baseadas na
combinacao da tecnica de amplificagéo de segmentos de DNA (PCR) (Saiki et al., 1 988)
com técnicas de analise de estrutura secundaria de fragmentos de DNA, como o DGGE

("Denaturing Gradient Gel Electrophoresis’), 0 SSCP (“Single Strand Conformation
Polymorphism”), clivagem quimica de pareamentos imperfeitos e analise de formacdo
heteroduplex (Grompe, 1993; Thompson e Chen, 1993; Chen et al.,1995).

Neste estudo foi demonstrada a utilidade do emprego da técnica de SSCP

ndo-radioativo e radioativo no rastreamento de mutacbes em pacientes com
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hemofilia B. O método se mostrou eficiente na detecgdo de alteracées nucleotidicas
nos fragmentos de DNA correspondentes as regides de importancia funcional no gene
do fator IX. A analise de SSCP nao-radioativo de produtos de PCR dos oito exons,
sitios de excisdo de introns e suposta regido promotora dos 29 pacientes permitiu a
identificagdo do padréo de corrida eletroforética anormal de um fragmento de DNA em
cada um de 25 pacientes. A analise de SSCP radioativo possibilitou a observacéo de
padrao de migracdo anormal em 5 fragmentos que ndo haviam sido detectados pela
técnica ndo-radiotiva. Este resultado indica que a técnica de SSCP a partir de PCR
marcado radioativamente apresenta-se eficaz no rastreamento dos fragmentos de DNA
com alteragdo da seqlUéncia nucleotidica. Por outro lado, a técnica de SSCP
ndo-radioativo em sistema de eletroforese automatico Phastsystem® Pharmacia produz

resultados reprodutiveis em um curto periodo de tempo (cerca de 2 horas)

possibilitando um rastreamento rapido de vérios fragmentos de DNA. Além disto, esta
técnica dispensa o uso de isétopos radioativos e requer apenas a coloragdo com
nitrato de prata para visualizacdo dos fragmentos, o que representa uma vantagem na

sua utilizacao.

O sequenciamento dos 31 fragmentos com padrdo anormal de migragao
eletroforética permitiu a identificagdo de 31 mutagdes de ponto nos 29 pacientes
estudados nesta amostra. O paciente HB31 mostrou-se portador de trés alteracdes

nucleotidicas, uma das quais silenciosa.

As mutagbes nos sitios de excis@o de introns que alteram a fase de leitura do
gene, bem como as mutacdes ‘nonsense” que resultam em proteinas truncadas, sdo
claramente alteragbes moleculares que geram distdrbios de funcdo no fator IX e levam
ao aparecimento do quadro clinico que caracteriza a hemofilia B. Por sua vez, é
possivel supor que as mutagbes “missense’ identificadas neste trabalho estéo
relacionadas com o aparecimento da doenca uma vez que: 1) ndo foram detectadas
outras alteragdes de seqliéncia nas regibes de provavel significancia funcional nos 29
pacientes analisados, 2) ha uma baixa frequéncia de polimorfismos nas regides
sequenciadas (Koeberl ef al,1989), e 3) as mutacdes “missense’ identificadas neste

estudo ocorrem em sitios conservados evolutivamente (Bottema ef a/., 1991 ).
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Mutacdes nos Diferentes Dominios do Fator IX

Mutagbes "nonsense”

Nos pacientes HB1, HB35 (Figura 9) e HB12 foram identificadas transicBes

C—T nos codons CGA de arginina nas posigées Arg™, Arg™® e Arg®™ que d&o origem

ao codon de terminagdo de tradugdo TGA. Nestes casos, o processo de traducdo é
interrompido nos novos sitios de terminagdo, resultando na sintese de proteinas
truncadas que podem ser secretadas ou degradadas em funcdo da estabilidade do
fragmento do fator IX gerado. As mudangas na sequéncia nucleotidica do gene que
levam a formag&o de um cédon de terminacdo sdo conhecidas como mutacdes
‘nonsense”. Muitas das mutagbes “‘nonsense” identificadas no gene do fator IX
envolvem as alteragbes nos cédons CGA de arginina, levando ao aparecimento de
codons de terminage precoce TGA (Broze e Miletich, 1987). As mutacGes “nonsense”
identificadas nos trés pacientes j& haviam sido descritas em vérios trabalhos anteriores
(Arg™ - 34 casos, Arg’™® - 31 casos e Arg * - 23 casos) (Giannelli et al,1998) o que
pode ser explicado pelo fato de que as mesmas sdo observadas em dinucleotideos
CpG que correspondem a sitios sujeitos a alta frequéncia de transicbes e transversdes
no gene do fator IX (Cooper e Krawczak, 1996). Nos trés pacientes a atividade
coagulante do fator IX plasmatico apresentou-se muito reduzida (<1%, <1% e 1,6%,
respectivamente), como o observado em todos os casos de mutagbes “nonsense’

identificadas no gene do fator 1X.

Mutagbes afetando sitios de excisdo de introns

As sequéncias consenso do sitio de excisdo de introns s&o 1) “donor splice
junction” AGgtaagt e 2) “acceptor splice junction” Yn = 11X8qG, onde y representa
pirimidinas e x indica um nucleotideo qualquer (Mount, 1982). As letras mailsculas
indicam a seqliéncia no exon e as letras mindsculas correspondem a seqliéncia do
intron (Jacob e Gallinaro, 1989). Os nucleotideos essencialmente invariaveis estdo

sublinhados.



91

As mutagbes de ponto nas posigdes 6.325 e 10.506 identificadas nos pacientes
HB40 (Figurad) e HB19 (Figura12) respectivamente, afetam nucleotideos
essencialmente invariaveis gue compdem os sitios de exciséo dos introns 1 (“acceptor
junction”) e 4 (“donor junction”). Os dois pacientes apresentam quadro clinico de
hemofilia B grave com atividade coagulante do fator IX (FIX:C) menor que 1%
(Tabeta ill). Nenhuma outra alteracdo molecular foi detectada nas outras regides de
importancia funcional do gene do fator IX nestes dois casos. Tais evidéncias sugerem
que as alteragbes nucleotidicas observadas nos pacientes HB40 e HB19 estdo
relacionadas com a expressao da doenga. A prova final da presenca de defeitos no
processo de excis&o dos introns decorrentes da substituicio dos nucleotideos depende
da analise do mRNA destes individuos. A transversido G-sC na posicéo 6.325 ja foi

identificada previamente (Figueiredo, 1995) em um paciente hemofilico B do Brasil e

outras mutagdes neste mesmo nucleotideo foram caracterizadas e estio associadas 4
uma baixa atividade de fator IX (Giannelli et al,1996), reforcando as evidéncias de que
esta transversa@o causa a deficiéncia da atividade coagulante do fator IX. A transicéo

G—>A na posigao 10.506 nao foi descrita previamente.

A mutagdo de ponto na posicdo 10.512 identificada no paciente HB31 afeta o
setimo nucleotideo do intron 4. Este nucleotideo nao faz parte da sequéncia consenso
determinada, que inclui até o sexto nucleotideo do intron, e parece nao ser a causa da
hemofilia B, uma vez que outra mutagédo de ponto foi identificada no dominio catalitico
do fator IX deste paciente (abaixo). Além disto, a transi¢do A-»G na posicdo 10.512 foi
identificada em outros pacientes hemofilicos B, sempre em associacdo com uma
segunda alteragdo molecular, fazendo com que os efeitos da substituicdo do

nucleotideo nesta posicdo permanecam indeterminados (Giannelli et al, 1996),

Mutacdo no peptideo-sinal

A substituicao do residuo Cys™ para ftirosina no sitio de clivagem do
peptideo-sinal, decorrente da transicdo G-—A na posigdo 112, foi identificada no
paciente hemofilico B catalogado como HB32 (Figura 11). Esta alteragdo molecular

ndo havia sido observada em estudos anteriores, embora tenham sido identificadas
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substituigdes do residuc Cys™® por residuos Arg e Trp, decorrentes de mutagdes nos
nucleotideos de posigéo 111 e 113, respectivamente. Além disto, estdo descritas
pequenas delecbes nesta regido, incluindo a delecdo do nucleotideo 112 que
ocasionam erros de quadro de leitura e consequente deficiéncia na atividade do
fator IX (Giannelli et al,1996). A atividade do fator IX do paciente HB32 foi
determinada e seu valor (4,8%) apresenta-se compativel com o quadro clinico
observado de hemofilia B moderada/leve, sugerindo que a secrec&o do fator [X neste
paciente ndo & completamente interrompida, a despeito da substituicio do residuo de
cisteina no sitio de clivagem do peptideo-sinal. As duas outras substituicbes descritas
tambeém foram identificadas em pacientes com quadro clinico e atividade de fator IX
caracteristicos de hemofilia B leve indicando que alteraces neste residuo néo

comprometem inteiramente a atividade coagulante do fator IX (Bottema et al.,1991:

Giannelli et al,,1996).

Mutacdo nos dominios do tipo EGF

A alteracdo do residuo de Asn na posi¢go 47 para Gly no primeiro dominio do
tipo EGF do fator IX, identificada no paciente HB17 (Figuras 5 e 12) no presente
estudo, foi previamente caracterizada e & esta forma alterada da proteina foi atribuido
o nome de Fator [X Alabama (Davis et a/,1987). Em ambos os casos, a alteracao
molecular resultou em um quadro clinico de hemofilia leve, com atividade coagulante
do fator IX de 10% e 24% dos niveis normais. O primeiro dominio EGF do fator IX
apresenta um sitio de alta afinidade por Ca*? constituido supostamente pelos residuos
Asp®, Asp®, Asp* p-hidroxilado e Asp® (Rees et al,1988: Handford ef al., 1990).
Embora tenha sido demonstrada a existéncia deste sitio de ligagéo a ions calcio, ainda
permanece a questao acerca da fungdo do dominio EGF-1 e de seu envolvimento com

outras proteinas da coagulacdo (fatores Xla, X e VIIla) e fosfolipidios. A analise
bioquimica das proteinas variantes resultantes da alteracio molecular no gene do
fator IX possibilita o estudo e a determinagdo do papel dos diferentes residuos de
aminoacidos no desempenho das fungbes do fator IX. A analise do Fator IX Alabama

- 7 n . . . v
sugere que o residuo Asp” néo representa um requerimento indispensavel para a
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ligacdo de Ca™ no dominio EGF-1. Aparentemente a substituicdo deste residuo por
uma glicina elimina um importante sitio de coordenagao de alteracées conformacionais
na molécula, impedindo a interacio correta do fator IX com os fatores X e VIlia
(McCord ef al.,1990).

Mutagdo no peptideo de ativagdo

As mutagbes de ponto identificadas nas posigdes 20.374 e 20.414 dos pacientes
HB34 (Figura 6) e HB20 respectivamente, foram descritas anteriormente (Bertina e van
der Linden, 1982, Suehiro ef a/,1989; Hamaguchi et al.,1991; Chen et al,1995) e
levam a substituicéo dos residuos Arg"*® e Arg'® nos sitios de clivagem do dominio de
ativagéo do fator IX. O peptideo de ativac@o do fator IX é clivado pelo fator XIa e pelo
complexo FVIIa/FT e a substituigdo dos residuos Arg'* para Leu e Arg'™ para Trp leva
a um padrdo anormal de clivagem e & deficiéncia da atividade coagulante do fator X,
caracteristica da hemofilia B. Outro variante do fator [X foi identificado e caracterizado
e apresenta substituicdo do residuo Arg™ por His e é denominado Fator IX Chapel
Hill. Este variante ¢ clivado apenas na ligaggo Arg'*-Val'®, resultando na formacao do
fator IXaa, um intermediario do processo de ativacio (Figura 3) que apresenta apenas
20% da atividade coagulante do fator IXa (Braunstein et al.,1981; Noyes et al,1983).
De maneira semelhante, a substituigdo dao residuo Arg' por Cys, leva a uma
clivagem deficiente do peptideo sinal no variante denominado Fator IX Cardiff (Liddell
et al.,1989). Assim sendo, a substituicao Arg'*® por Leu identificada no presente estudo
deve prejudicar a clivagem do peptideo de ativacdo e conseglentemente deve ser
responsavel pela deficiéncia na atividade coagulante do fator IX verificada no paciente
HB34,

A substituicao do residuo Arg'® por Trp, identificada no paciente HB20, &
responsavel pelo prolongamento do tempo de protrombina quando o exame é realizado
com extrato de cérebro bovino como fonte de fator tecidual, que identifica os casos de
hemofilia B do tipo By (Hougie e Twomey, 1967). Neste estudo nao foi possivel realizar
o teste para confirmagéo do prolongamento do tempo de protrombina ocasionado pela

substituicdo do residuo de aminoécido.
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A ativagéo do fator IX pelo fator XI e complexo FVIIa/FT requer a presenca do
residuo Arg na posigdo 180 e a substituicio deste aminoacido por Trp (Fator IX
Deventer, Fator IX Nagoya 1 e 2) ou por GIn (Fator IX Novara e Fator IX Hilo)
prejudica a clivagem do peptideo de ativacéo neste sitio. Nestes variantes o produto da

reagao de ativac@o é equivalente ao fator IXo (clivagem da ligagdo Arg'**-Ala) que nao

apresenta atividade coagulante (Bertina e van der Linden, 1982: Monroe ef al.,1989).
Este intermediario apresenta o peptideo de ativagdo covalentemente ligado ao dominio
catalitico, impedindo a exposicdo do sitio ative do dominio serina protease e a

formagao do sitio de ligagao do substrato (Bertina ef af., 1990).

MutacgGes no dominio catalitico

314

A alteragao do residuo Phe™™ para Ser no sitio catalitico do fator IX, identificada

no paciente catalogado como HB2 (Figura 8) com hemofilia B leve, ndo consta do
banco de dados das mutagbes do gene do fator IX descritas previamente (Giannelli et
al.,1996). Mudangas no residuo Val>™® para Asn j& foram identificadas e caracterizadas
(Miyata ef a/,1994; Saad et al,1994) e estdo associadas com hemofilia B do tipo By
(Hougie e Twomey, 1967). A construgio de um modelo estrutural do dominio serina
protease do fator IXa possibilitou a idealizag&o de uma hipétese que prevé que a
substituico do residuo Val®® para Asp altera a conformacdo do sitio de
reconhecimento e ligagéo do substrato ou do cofator. Segundo o modelo, os residucs
Arg” até Ala™’ formam um “loop” que se extende até regiGes préximas ao sitio ativo
do fator IX e s@o importantes para o reconhecimento macromolecular do substrato ou
do cofator (Miyata et al,1994). A identificagdo da substituicdo Gly*"' para Glu
associada com hemiofilia B reforga a hipdtese de que a manutengio da conformacgéo
do “loop” nesta regidc é importante para a expressao normal da atividade coagulante
do fator IX (Miyata ef al.,1994).

Estas informagdes sugerem que uma alteracdo no residuc Phe®™ de carater
hidrofobico para Ser, um residuo polar néo carregado, poderia ser responsavel por
uma modificagao estrutural no dominio catalitico da fator IXa, de maneira semelhante

aquela observada nas substituicbes Val’®>Asp e Gly*'"'»Glu. A caracterizacio da
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deficiéncia funcional desta proteina mutante e anélise conformacional seriam de

grande relevancia para a confirmagédo do modelo proposto.

Uma alteragdo equivalente a substituicdo do residuo Gly®' por Ala identificada

no dominio catalitico do fator IX do paciente HB16 (Figura 18) foi observada em um
caso de hemofilia B canina, no qual o residuo Gly””® apresentou-se substituido por um
residuo Gin (Evans et a/.,1989). O aminoacido 378 do fator IX de cachorro corresponde
a posigdo 381 em humanos. Este residuo apresenta-se altamente conservado nos
dominios cataliticos das serina proteases do tipo tripsina (fator IX humano, tripsina,
elastase, quimotripsina, calicreina e protease A de Streptomyces griseus) e supde-se

que a substituicao do mesmo poderia gerar alteracdes na estrutura tercidria do dominio

protease do fator IX (Evans ef al,1989). Em humano esta alteracdo molecular nao

havia sido descrita em trabalhos anteriores (Giannelli et al.,1998).

A substituicdo do residuo Trp*” por Arg verificada no paciente HB26 foi
identificada anteriormente em pacientes que também apresentavam quadro clinico
grave de hemofilia B (Koeber! et a/,1989; Bottema ef al,1991). A mutacdo de ponto
responsavel por esta substituicdo nos casos descritos previamente foi localizada no
nucleotideo de posigcao 31.340, mas, diferente da alteracdo observada no presente
estudo, caracterizou-se por uma transicdo T-»C. O residuo de Trp*” localiza-se na
porgao C-terminal da proteina em uma regido que se apresenta altamente conservada
no fator IX e outras serina proteases de diferentes espécies analisadas (Bottema et

al.,1991). Tal constatacdo sugere que esta regido, particularmente entre os residuos

359 407

Asp™ e Trp™, desempenha papel importante na atividade coagulante do fator IX
evidéncia esta reforcada pela verificacdo de que a ocorréncia de mutacbes nestes

residuos esta associada com com casos graves de hemofilia B.
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No paciente HB31 foram identificadas trés alteracdes moleculares. Dentre as
mutagbes, apenas a transversdo C-»A na posicdo 31.223 afeta um residuo de
aminodacido conservado evolutivamente e classificado como genérico (Bottema ef
al.,1991). Neste caso a alteragdo do nucleotideo leva & substituicdo do residuo Pro®

por Thr no sitio catalitico do fator IX. Esta mutacéo de ponto j& havia sido identificada e

caracterizada em trabalho anterior e resulta no prolongamento do tempo de trombina
caracteristico do subgrupo de hemofilia B grave denominado By (Bertina et al.,1990). O
residuo Pro® localiza-se proximo ao residuo Ser®® que compde o sitio ativo das serina
proteases. A analise bioquimica do fator IX mutante indica que a deficiéncia na
atividade catalitica é devida as modificagbes conformacionais do dominio protease ou
no sitio de ligagdo do substrato (Bertina et a/,1990). O tempo de protrombina do

paciente HB31 apresenta-se prolongado (RNi=1,51) 0 que caracterizaria o subgrupo

By, mas neste caso 0s exames ndo foram realizados com extrato de cérebro bovino
como fonte de tromboplastina necessario para confirmacgéo dos resultados obtidos com

0 extrato de cérebro humano.

A segunda mutacdo de ponto observada no paciente HB31 foi identificada no
nucleotideo 10.512 na posigdo +7 do sitio de excisdo do intron 4 (“donor splice”). Esta
substituicao foi descrita anteriormente sempre em associacdo com uma ou duas
alteragdes moleculares no gene do fator IX (Giannelli et a/.,1996). Tal fato sugere que
esta alteracao caracteriza um variante raro ou sitio polimorfico de baixa freqiiéncia em
detrimento da hipotese da ocorréncia de mutacdes simultaneas (Bottema ef al.,1991).
Entretanto, as transigdes A—G na posicdo 10.512 do gene do fator IX, identificadas em

trabalhos anteriores, foram consideradas mutagées de ponto (Giannelli et al.,1996).

A terceira mudanga de sequéncia foi localizada na posicdo 31.093 no terceiro
nucleotideo do codon GIn™*. Neste caso, a transicdo G—>A leva a formagdo do codon
CAA que também especifica uma glutamina (mutacgéo silenciosa). Esta alteracdo pode
também representar um variante raro ou sitio polimérfico de baixa frequéncia no gene
do fator IX ou uma mutagéo silenciosa no paciente HB31. O aparecimento de multiplas

alteragOes moleculares € comumente observado em células expostas a agentes
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mutagénicos que agem na forquilha de replicagdo ou em células com um “pool’ de

anormalidades nucleotidicas (Koeberl et al.,1989).

Padrao de Mutacdo na Amostra Analisada

Apesar da hemdfilia B e do gene do fator IX apresentarem vérios atributos que
fazem com que seu estudo permita a construgéo de um modelo que explique o padréo
das mutagbes recentes e espontaneas em linhagens de células germinativas, varios
problemas s&o potencialmente decorrentes desta andlise. Dentre estes problemas
estdo (Sommer, 1992): 1) metodologia para a detecgdo das mutacdes - a metodologia
empregada para o rastreamento de mutagbes pode detectar preferencialmente alguns
tipos de mutagbes, ou ainda, pode ser ineficaz na deteccdo de uma fracdo das
mutacbes responsaveis pela doenga, 2) localizacdo das mutacdes - as regides
normalmente analisadas correspondem a seqliéncia promotora, aos exons e sitios de
processamento do RNA (“splice sites”). Assim sendo, a seqiiéncia do gene que ndo é
estudada (correspondente aos introns) pode apresentar um padrdo de mutacbes
diferente daquele verificado nas demais regides, 3) deteccéo da deficiéncia funcional -
as unicas alteracGes moleculares identificadas sdo aquelas que levam a perdas de
atividade da proteina. Deste modo, o tipo de alteracdo molecular que mais
provavelmente levaria a uma deficiéncia na funcdo da proteina estaria mais
representado nas amostras analisadas, 4) Analise de amostras nao-aleatérias -
pacientes com hemofilia leve procuram assisténcia médica em uma frequéncia menor
que aqueles com quadro clinico grave, 5) Fertilidade diferencial - apesar da
disponibilidade de tratamento para a doenga , 0s pacientes com hemofilia leve,
moderada ou grave podem apresentar diferencas na fertilidade (Sommer, 1992;

Sommer e Ketterling, 1994).

No presente estudo foi utilizada a técnica do PCR-SSCP seguida do

seqlienciamento dos fragmentos de DNA para deteccdo das diferentes mutagdes nos
pacientes com hemofilia B. Estas técnicas permitiram a identificagdo de mutagbes de
ponto em sitios que desempenham papel importante para a atividade do fator IX em

todos os pacientes analisados. Esta observagéo nos leva a crer que a técnica utilizada
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neste estudo foi adequada para a detecgéo das mutagbes na amostra estudada e que
a analise das regides promotora, de excisdo de introns e regido codificadora foi
suficiente para a determinaggo da alteragdo molecular responsavel pela deficiéncia do
fator IX neste individuos . Estudos anteriores determinaram que cerca de 95% dos

pacientes com hemofilia B apresentam alteragées moleculares nos 2,2 kb do gene do

fator IX que incluem estas regides (Sommer, 1992).

Mutagdes nos Sitios CpG

A partir da analise das 24 mutagGes identificadas na amostra de pacientes
hemofilicos B identificadas neste estudo é possivel concluir que o padrao de mutacdes

determinado e similar aquele observado nos estudos das amostras de Caucasodides

dos Estados Unidos e mexicanos de origem espanhola. As transicbes sdo
predominantes seguidas das transversbes. Nenhum caso de delecdofinsercio foi
identificado. Como determinado anteriormente nas amostras de Caucasdides (Koeber!
et al.,1989), os dinucleotideos CpGs representam pontos sujeitos a alta freqiiéncia de
transicoes sendo responsaveis por um terco das alteragdes moleculares identificadas

no gene do fator IX.

Existem apenas 20 sitios CpG nos 1383 pares de base que constituem a
seqUéncia codificadora do gene do fatorIX. Estes 20 dinucleotideos CpG
correspondem a um totat de 40 possiveis sitios de transicdo C—T ou G-»A (Green ef
al,1990). Na amostra analisada neste estudo foram identificadas 24 mutacgdes de
origem independente das quais 18 eram transices e 6 eram transversdes. Das 18
transicbes identificadas, 8 foram localizadas em dinucleotideos CpG e 10 foram
determinadas nos demais dinucleotideos (Tabela V). Estes dados indicam que, nesta
amostra, as transi¢ées nos sitios CpG ocorrem em um excesso de 27 vezes em relacao
as transigbes em dinucleotideos n@o-CpG (8 em 40 sitios CpG contra 10 em 1343
sitios ndo CpG). Estimativas do aumento da taxa de transicdo em sitio CpG obtidas a
partir da analise de amostras de pacientes hemofilicos B de diferentes racas e
localizagbes geograficas variam de 10 a 38 vezes (Green ef al,1990; Koeberl ef

al.,1990; Sommer, 1992). A tfransversdo identificada em sitio CpG neste estudo
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representa um aumento da taxa de transversdo em dinucleotideos CpG de 6,7 vezes
em relag@o as transversées nos demais dinucleotideos da regido codificadora do gene
do fator IX. Este valor mostra-se compativel com aquele obtido em analises anteriores
nas quais a taxa relativa de transversdes em CpG foi estimada em 7,7 vezes maior que

a média de transversdes em sitios ndo CpG (Bottema et al., 1991).

A probabilidade de se detectar uma substituicdo de um Unico par de base nas
regides de importancia funcional no gene do fator IX estd muito relacionada com a
deficiéncia funcional ocasionada pela alteragéo molecular. Em trabalho anterior (Green
et al,1990) foi determinado que 9 sitios CpG localizados na regido codificadora do
gene do fator IX possivelmente ocupam posigGes criticas para o desempenho da
atividade coagulante da proteina. Estes dinucleotideos constituem codons Arg (CGN) e

transigbes nestes sitios podem levar a substituicdo do residuo de aminoacido ou

formagao do cédon de terminacdo TGA, neste dltimo caso com conseqiiente producéo
de proteinas truncadas com atividade coagulante deficiente responséavel por um quadro

clinico de hemofilia B grave.

Das 8 transicdes em sitios CpG identificadas neste estudo, 5 levam a alteragéo
dos residuos Arg com a geragéo de codons de terminacdo em 3 casos e a substituicao
de aminoacidos nos 2 casos restantes (Tabela Ill). As alteragcSes moleculares que
afetam os codons arginina representam 20% de todas as mutagdes de ponto
identificadas neste estudo. No fator IX a frequéncia esperada de mutacbes que afetam
0 codon arginina € de 24% do numero total dos casos de hemofilia B (Koeberl ef
al., 1990).

A comparagéo da sequéncia do fator [X com os fatores X, VII e proteina C com
suposta origem ancestral comum, mostra que apenas o fator IX apresenta alta
proporcao de dinucleotideos CpG em posigées criticas, indicando que estes podem ser

resultado de pressio seletiva. A forga da pressdo seletiva é determinada pela

probabilidade de uma mutagdo persistir na populagdo e eventualmente tornar-se parte
de uma seqléncia funcional aceitavel. As mutages no gene do fator IX estdo sob forte
sele¢do negativa pois estas substituicbes levam a deficiéncia do fator IX

caracterizando a hemofilia B. Deste modo, os sitios CpGs localizados em posicoes
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importantes do gene do fator IX parecem estar relativamente “fixos” (Green ef

al.,1990).

Residuos Espacadores no Fator IX

Os fatores IX, X, VII e proteina C sdo proteinas do tipo serina proteases da
coagulacao sanglinea que apresentam dominios funcionais e arranjo génico (exons e
introns) idénticos (Furie e Furie, 1988). O alinhamento destas proteinas de diferentes
especies permite a definicdo de quatro classes de residuos do fator IX com base na
extensdo da conservagdo evolucionaria: 1) residuos genéricos; 2) residuos
parcialmente genéricos; 3) residuos especificos do fator IX e 4) residuos néo

conservados (Bottema ef al.,1991).

A andlise das 18 mutacdes “missense” de origem independente identificadas
nos 29 pacientes hemofilicos B deste estudo mostra que todas as alteraghes
nucleotidicas afetaram residuos de aminoéacidos conservados durante a evolucdo, A
maioria das substituicbes encontradas ocorreram em residuos genericos (61%) e
parcialmente genéricos (11%), e o restante foi observado nos residuos classificados
como especificos do fator [X (28%). Nenhuma mutacao foi encontrada em sitios que

afetam residuos nao conservados,

As alteragbes moleculares em residuos conservados apenas no fator [X das
diferentes espécies (S) identificadas neste estudo (Cys™, Thr®, Arg'® e Phe®'
parecem desempenhar um pape! importante nas interagbes especificas do fator IX, tais
como ligacao ao fator VIII ou fator VII (Bottema ef af., 1991 ).

A maior frequéncia de mutages “missense” identificadas nos residuos
genericos do fator IX pode ser explicada pelo fato de que estas alteracbes afetam
sitios de grande importancia funcional e que sempre sac responsaveis por uma
deficiencia na atividade coagulante do fator [X. E possivel supor que um residuo que
permaneca inalterado nos fatores IX, X, VII, e proteina C, a despeito do longo periodo
de tempo evolucionario que 0s separam (divergéncia de 450-500 milhdes de anos),

seja absolutamente essencial para a fungdo destas proteinas. Deste modo, as
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substituicbes dos residuos genéricos apresentam maior probabilidade de causarem
hemofilia B. MutacGes que levam a substituicdo de residuos parcialmente genéricos
s@o causas menos provaveis de hemofilia B (2 vezes menos), enquanto que mutagdes
em residuos n&o conservados sdo causas ainda menos provaveis (33 vezes menos),

de maneira que estes Ultimos raramente estaréo envolvidos com a doenca (Bottema et
al.,1991).

As alteragOes "missense” nos residuos especificos do fator IX também ndo sao
observadas em alta freqiéncia nos varios casos de hemofiliaB o que pode ser
explicado pela hipdtese de gque a apenas 15% dos residuos desta classe s3o
essenciais para o desempenho da atividade coagulante do fator IX. Nestes casos a
substituicao por outros residuos de aminoacidos seria responsavel pela deficiéncia do

fator IX caracteristica da hemofilia B, enquanto que substituicdo dos residuos

especificos do fator IX restantes (85%) ndo provocariam a doenca (Bottema ef
al.,1981).

Da analise dos residuos genéricos, parcialmente genéricos, especificos e nao
conservados do fator IX é possivel concluir que somente 40% de todas as mutaces
‘missense” irdo causar a doenga , uma vez que apenas esta porcentagem dos

aminoacidos s&o importantes para a fung&o desta proteina da coagulacdo sanguinea.

Assim sendo, as mutagbes identificadas no fator IX n&o estardo distribuidas por
todos os residuos de maneira aleatoria, mas sim em funcdo da deficiéncia funcional

provocada pela substituicdo dos residuos de aminoacidos.

Processo Ambiental Versus Endégeno

Espera-se observar discrepancia no padrdo de mutagcido espontanea de duas
populagbes nao relacionadas quando estas encontram-se expostas a diferentes
mutagénicos ambientais efou na ocorréncia de diferengas genéticas que possam afetar
0 processo mutacional, tais como aiteragdes nas enzimas de reparo de DNA. A
similaridade no padrao de mutagbes é esperada se o processo mutacional

fundamentar-se em eventos endégenos, caracterizados por um nivel constante de
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alteragbes moleculares nos diferentes individuos (erros na replicagéo ou reparo do
DNA, mutacéo devido a radicais livres, despurinagdo, desaminacao, recombinacgao e
transposicao), efou na presenga de um mutagénico ubiquo como raios césmicos, ou de
diferentes mutagénicos que produzam um mesmo padrac mutacional (Thorland et
al., 1995).

O padréo de mutagdo no gene do fator IX determinado neste estudo é
semelhante aquele observado nas populagdes mexicana e de Caucassides dos E.UA
(Tabelas V e VI) (Gostout et al,1993; Thorland et al,1995) . O padrdo mutacional
uniforme nas diferentes populagbes (geograficas e raciais) sugere a predominancia dos
processos endogenos na determinagdo das mutacdes espontaneas nas células das
linhagens germinativas, de acordo com o proposto em trabalhos anteriores (Bottema et
al,,1990; Koeber! et a/,1990; Bottema ef al.,1991: Thorland et al.,1995). A existéncia de

um mutagénico onipresente ou de diferentes mutagénicos que originem um mesmo
padrao de mutag&o n&o pode ser descartada, mas estas hipGteses parecem menos
provaveis (os raios césmicos de alta energia estdo associados com uma maior

frequéncia de delecbes).

A hipdtese da predominancia dos processos enddgenos na determinacédo do
padrao de mutagbes do gene do fatorIX é reforcada pela observacao de que
aproximadamente um terco das alteragbes moleculares identificadas no fator X
ocorrem em dinucleotideos CpG que correspondem a conhecidos “hot spots” de
transicdes (Koeberl ef al.,1989; Green et af,,1990; Koeber| et al,1990) e transversées
{(Bottema et a/.,1991) em genomas de vertebrados. A alta frequéncia de transicdes em
sitios CpG pode ser ocasionada por agentes mutagenicos, tais como bissulfito, que
aumenta a taxa de desaminacdo da 5'-metil-citosing (**C) (Koeberl et al., 1990).
Entretanto, a 5'-metil-citosina é instavel e sofre o processo de desaminacdo

espontanea em alta freqtiéncia dando origem a timina (Green et al., 1 990).

Alem disto, a despeito das modificagdes ambientais que ocorreram ao longo dos
anos, o padrdo de mutagGes recentes parece compativel com o padréo mutacional

ancestral que teria mantido em 40% o conteldo de G+ C e 3 distribuicéo nao aleatéria
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na freqliéncia dos diferentes dinucleotidecs observados no gene do fator IX em

humanos (Bottema ef af.,1991).

Efeito do Fundador

O sequenciamento direto dos fragmentos de DNA dos 29 pacientes hemofilicos
B analisados no presente estudo permitiu a identificagdo de 30 alteragbes moleculares
responsaveis pela deficiéncia na atividade do fator IX. Cinco pacientes (HB36, HB39,
HB43, HB45 e HB46) apresentaram a transicdo C--»T na base 31.008, que leva a
substituicdo do residuo Thr**® para Met (T?*®-»M). no dominio catalitico do fator IX. A
analise dos haplotipos destes cinco pacientes indica que quatro deles (HB36, HB39,

HB45 e HB46) possiveimente apresentam uma origem ancestral comum uma vez que

apresentam o mesmo padr&o polimérfico do tipo 3 (Tabela Hll). O paciente HB43, por
sua vez, apresenta haplotipo do tipo 5, distinto dos demais, sugerindo que a mutagao
neste caso tenha se originado em um evento independente do anterior. Embora a
transicao C—T na posig&o 31.008 ocorra em um sitiuo CpG, um *hot spot” de mutacdes
os dados de haplétipos indicam que o efeito do fundador é um importante determinante
para a alta freqténcia desta mutagdo na amostra analisada neste estudo. Os cinco
pacientes nos quais foi identificada esta mutagéo sdo provenientes do Estado do Para

e possiveimente apresentam um ancestral comum.

A alteragdo nucleotidica que leva & troca da Thr™® para Met é comumente
observada em hemofilicos B Caucasdides dos Estados Unidos e Europa. A maioria dos
pacientes analisados apresentam haplétipo idéntico, o que sugere que estes individuos
aparentemente nao-relacionados sejam descendentes de um ancestral comum
(Ketterling et al.,1991; Ketterling et a/.,1991). Em trabalho recente, foi demonstrado que
os hemofilicos B mexicanos de origem hispanica também apresentam aita frequéncia

desta mutacdo. A analise dos haplotipos indica que as multiplas ocorréncias desta

transigdo estdo associadas com um possivel efeito do fundador {Thorland et al.,1995).

A alterac@o nucleotidica de G-+A na posicdo 30.864 que provoca a substituicdo

do residuo Arg*® para GIn no sitio catalitico do fator IX foi identificada em trés
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pacientes nao relacionados (HB15, HB22 e HB23). Estes individuos apresentam um
mesmo padrao de polimorfismos (tipo 5) evidenciando uma possivel origem ancestral
comum da mutacdo. A analise das amostras da populacdo Caucaséide dos Estados
Unidos e da populag&o mexicana de origem hispanica revelou uma alta frequéncia da

R248

mutagao -»Q que parece estar associada a um potencial efeito do fundador

(Thorland et af.,1995).

Por fim, a transi¢cdo A—G na posi¢do 31.163 com alteracdo do residuo Met*®
para Val, foi identificada nos pacientes HB6, HBY e HB11. A analise dos dados de
hapldtipos destes pacientes revelou dois padroes polimorficos distintos {tipos 1 e 6)

evidenciando a origem independente da mutac&o neste caso.
Desta forma, a andlise das mutagées recorrentes identificadas no presente
estudo revela que as alteragdes Thr'*—Met e Arg**—GlIn correspondem a cerca de

25% do total das alteragbes moleculares determinadas na amostra e estéo associadas

a um possivel efeito do fundador.



105

CONCLUSOES

A analise de PCR-SSCP ¢ eficiente no rastreamento de mutacdes nos diferentes

dominios do gene do fator IX de pacientes com hemofilia B.

Nos 29 pacientes hemofilicos B n&o-relacionados analisados neste estudo foram
identificadas 31 mutagbes de ponto, 22 delas diferentes, das quais 6 ndo haviam sido
descritas anteriormente. As mutagdes de ponto foram identificadas em diferentes
regides do gene do fator IX, refletindo a heterogeneidade dos defeitos moleculares

associados com hemofilia B.

A analise de hapiotipos dos 29 pacientes hemofilicos B sugere que pelo menos

24 mutagdes de ponto foram originadas em eventos moleculares independentes.

A identificacdo de uma mesma alteracdo nucleotidica na posicdo 31.008 em

cinco pacientes provenientes do Pard e a observagéo de que quatro destes pacientes
apresentam o mesmo padrdo de polimorfismos no gene do fator IX indicam a

ocorréncia de um possivel efeito do fundador.

Os pacientes com hemofilia B brasileiros apresentaram padrdo de mutagbes
similar aquele observado nas demais populagcdes analisadas até o presente momento.
Estes dados reforcam a hipdtese de que de que a maioria das alteragbes moleculares
em celulas de linhagem germinativa sdo decorrentes principalmente de processos

endogenos.
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SUMMARY

Hemophilia B is a common hereditary bleeding disorder resulting from a
deficiency of functional factor IX. The gene of factor IX spans about 33,5 kilobases and
is situated on the distal portion of the long arm of X-chromosome at band Xg27.1. The
gene is composed of eight exons and seven introns. Around 95% of mutations leading
to hemophilia B occur in the 2,2 kilobases of the factor IX gene that included the
promotor region, coding sequences, and splice junctions. Most are independent
mutations. Point mutations account for about 85% of independent mutations. Deletions,
insertions, and more complex gene rearrangements account for the remainder of the
molecular mechanisms responsible for hemophilia B. The Single Strand Conformation

Polymorphism (SSCP) analysis is a rapid and sensitive technique that can be used to
detect single base substituions. Direct Sequencing of amplified genomic DNA defines

the location and nature of any mutation and is a necessary final step of any detection
method. The SSCP analysis followed by DNA sequencing allows accurated carrier
detection and prenatal diagnosis, eliminating the need for informative segregetion of

markers.

Hemophilia B is a good model for deducing the underlying pattern of
spontaneous germ-line mutation in humans. In addition, the study of naturally occurring
mutations, combined with the study of genetically engineered mutant recombinant
proteins, has yielded a weaith of information regarding structure-function relationships

of factor IX.

The pattern of mutation is similar among Caucasians, Asians, and small groups
of Blacks and Hispanics. The ethnic origin of Brazilian population is highly
heterogeneous (imigrants from Europe, Africa, Asia and, also, Indigenous) and different
from previous populations studied. In order to elucidate the genetic basis of a distinct

population and to perform a precise carrier detection, we carried out a study of 29
patients with hemophilia B of Brazilian origin. The screening protocol consisted of
amplification of coding and promoter regions of factor IX gene by PCR, followed by a
radioactive and non-radiactive analysis of single-strand conformation polymorphisms

(SSCP) on the PhastSystem of Pharmacia®. The confirmation of the molecular defect
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was done by sequencing of the exon with abnormal electrophoretic mobility on SSCP.
The results of SSCP revealed abnormal mability in all 29 patients and 31 point
mutations were determined by direct sequencing of DNA. Twenty-two diferent single
base pairs were identified: fifteen in exon 8, three in exon 6, and two in exon 4. Six non
previously described point mutation were identified. Three point mutations were found
in patient HB31, one of them silent. Haplotype analysis determined that at least

twenty-four point mutations could be considered of indenpendent origin.

Our results shown that this methodology has the potential of detecting all genetic
defects in patients of Brazilian origin with hemophilia B. A large number of recurrent
mutations described here is in accordance with data from distinct patients from around
world and suggest that the mutation in the factor IX gene is likely the result of

endogenous process rather than enviromental mutagens.



108

BIBLIOGRAFIA

Aggeler, P.M.; White, 5.G.; Glendening, M.B.; Page, EW. e Leake, T.B. (1952) Plasma
Thromboplastin Component (PTC) Deficiency: A New Disease Resembling Haemophitia.
Proc Soc Exp Biol 79: 692.

Astermark, J. e Stenflo, J. (1991) The Epidermal Growth Factor-like Domains of Factor IX. J
Biol Chem 266: 2438-2443,

Bajaj, S.P.; Sabharwal, A K.; Gorka, J. e Birktoft, J.J. (1992) Antibody-probed Conformational
Transitions in the Protease Domain of Factor IX upon Calcium Binding and Zimogen
Activation: Putative High-affinity Ca+2-binding site in the Protease Domain. Proc Natl Acad
Sci USA 89: 152-156.

Bauer, KA., Bryon, L.K; ten Cate, H.; Hawiger, J.J. e Rosenberg, R.D. (1990) Factor I1X Is
Activated In Vivo by the Tissue Factor Mechanism. Blood 76: 731-736.

Bertina, R M. e van der Linden, | K. (1982) Factor IX Deventer - Evidence for the Heterogeneity
of Hemophilia By. Thromb Haemost 47: 136-140.

Bertina, R M.; van der Linden, LK, Mannucci, P.M.: Reinalda-Poot, H.H.; Cugers, R.; Poort,
S.R. e Reitsma, P.H. (1990) Mutations in Hemophilia Bm Occur at the Arg'®-Val Activation
or in the Catalytic Domain of Factor IX. J Biof Chem 265: 10876-10883.

Biggs, R.; Douglas, A.S.; MacFarlane, R.G.; Dacie, J.V.: Pitney, W.R.; Merskey, C. e O'Brien,
L.M. (1952) Christmas Disease: a Condition Previously Mistaken for Haemophilia. Br Med J
2: 1378.

Birnstiel, M.L.; Bussiinger, M. and Strub, K. (1985) Transcription Termination and 3
Processing: The End Is in Site! Cell 41: 349-359.

Bottema, C.D.K.; Bottema, M.J,; Ketterling, R.P.; Yoon, H.-S Janco, R.L.; Phillips Ill, JA. e
Sommer, §.5. (1991) Why Does the Human Factor 1X Gene Have a G +C Content of
40%7? Am J Hum Gen 49: 839-850,

Bottema, C.D.K.; Ketterling, R.P.; li, S.; Yoon, H.-§ Phillips lll, JA. e Sommer, S.8. (1991)
Missense Mutations and Evolutionary Conservation of Amino Acids: Evidence That Many of
the Amino Acids in Factor IX Function as "Spacer" Elements. Am J Hum Gen 49: 820-838.

Bottema, C.D.K.; Ketterling, R.P.; Vielhaber, E.; Yoon, H.-S.; Gostout, B. Jacobson, D.P.
Shapiro, P.F. e Sommer, S.S. (1983) The Pattern of Spontaneous Germline Mutation:
Reiative rates of Mutation at or Near CpG Dinucleotides in the Factor IX Gene. Hum Genet
91: 496-503.

Bottema, C.D.K,; Ketterling, R.P.; Yoon, H.-S. e Sommer, S.S. (1990) The Pattern of Factor IX

Germ-Line Mutation in Asians Is Similar to That of Caucasians. Am J Hum Gen 47:
835-841.

Braunstein, K.M.; Noyes, C.M.; Griffith, M.J. e Lundblad R.L. (1981) Characterization of Factor
[X Chapel Hill. J Clin Invest 68: 1420-1426.



109

Brenner, S. (1988) The Molecular Evolution of Genes and Proteins: a Tale of Two Serines.
Nature 334: 528-530.

Briét, E.; Bertina, R.M.; van Tilburg, N.H. e Veltkamp, J.J. (1982) Haemophilia B Leyden: a
Sex-linked Hereditary Disorder That Improves After Puberty. N Engl J Med 306: 788-792.

Bristol, J.A.; Furie, B.C. e Furie, B. (1993) Propeptide Processing During Factor IX
Biossynthesis. J Biol Chem 268: 7577-7584.

Brownlee, G.G. (1988) Hemophilia B: a Review of Patient Defects Diagnosis with Gene Probes
and Prospect for Gene Therapy. Rec Adv Haematol 5; 251-264.

Broze, G.D.; Girard, T.J. e Novotny, W.F. (1990) Regulation of Coaguiation by a Multivalent
Kunitz-Type Inhibitor. Biochemistry 29: 7539-7546.

Broze, G.J. e Gailani, D. (1993) The Role of Factor XI in Coagulation. Thromb Haemost 70:
72-74.

Broze, G.J. e Miietich, J.P. (1987) Isolation of the Tissue Factor Inhibitor Produced by HepG2
Hepatoma Cells. Proc Natl Acad Sci LUSA 84: 1886-1890.

Broze, G.J.; Warren, L.A.; Novotny, W.F; Higuchi, D.A_; Girard, T.J. e Miletich, J.P. (1988) The
Lipoprotein-associated Coagulation Inhibitor that Inhibits Factor VII-Tissue Factor Complex
Aiso Inhibits Xa: Insight into lts Possible Mechanism of Action. Blood 74: 335-343.

Brocker-Vriends, A.H.J.T.; Bakker, E.; Kanhai, H.H.H.; van Ommen, G.J.B.; Reitsma, P.H.; van
de Kamp, J.J.P. e Briét, E. (1992) The Contribution of DNA Analysis to Carrier Detection
and Prenatal Diagnosis of Hemophilia A and B. Ann Hematol 64: 2-11.

Brunné, T.; La Porta, C.; Reddigari, S.R.; Saterna, V.M.; Kaplan, A.P. e Silverberg, M. (1993)
Activation of Factor X1 in Plasma Is Dependent on Factor XII, Blood 81: 580-586.

Bucher, D.; Nebelin, E.; Thomsen, J. e Stenflo, J. (1976) Identification of y-Carboxyglutamic
Acid Residues in Bovine Factors IX and X and in a New Vitamin K-dependent Protein,
FEBS Lett 68: 293-296.

Camerino, G.; Oberle, I.; Drayna, D. e Mandel, J.L. (1985) A New Msp / Restriction Fragment
Length Polymorphism in the Hemophilia B Locus. Hum Genet 7T1: 79-81

Chan, V., Yip, B.; Tong, TM.F,; Chan, T.P.T; Lau, K.: Yam, |. e Chan, TK, {(1991) Molecular
Defects in Haemophilia B: Detection by Direct Restriction Enzyme Analysis. Br J Haemato!
79: 63-69.

Chance, P.F.; Dyer, KA.; Kurachi, K.A.; Yoshitake, S.; Roper, H.-H.; Wieacker, P. e Gartler,
S.M. (1983) Regional Localization of the Human Factor IX Gene by Molecular

Hybridization. Hum Genet 65: 207-208.

Chen, S.-H.; Schoof, J.M.; Weinmann, AF. e Thompson, A R. (1995) Heteroduplex Screening
for Molecular Defects in Factor IX Genes from Haemophilia B Families. Br J Haematol 89:
409-412.



110

Choo, KW.; Gould, K.G. e Rees, D.J.G. (1982} Molecular Cloning of the Gene for the Human
Anti-haemophilic Factor IX. Nature 299: 178-180.

Colman, R.W.; Bagdasarian, A. e Talama, R.C. (197%) Wiliams Trait: Human Kininogen
Deficiency with Diminished Levels of Plasminogen Proactivator and Prekallikrein
Associated with Abnormalities of the Hageman Factor-dependent Pathways. J Clin Invest
56: 1650-1662.

Cooke, R.M.; Wilkkinson, A.J.; Baron, M.; Harvey, T.S.; Tappin, M.J.; Campbell, |.D.; Gregory,
H. e Sheard, B. (1987) The solution Structure of Human Epidermal Growth Factor. Nature
327: 339-341.

Cooper, D.N. e Krawczak, M. (1996). Single Base-pair Substitutions. em Human Gene
Mutation. Bios Scientific Publishers - Oxford. pp 109-161.

Damus, P.S.; Hicks, M. e Rosemberg, R.D. (1973) Anticoagulant Action of Heparin. Nature
246; 355-357.

David, D.; Rosa, HAV.; Pemberton, S.; Diniz, M.J.; Campos, M. e Lavinha, J. (1993) Single
Strand Conformation Polymorphysm (SSCP) Analysis of the Molecular Pathology of

Hemophilia B. Human Mutation 2: 355-361.

Davie, E.W. (1995) Biochemical and Molecular Aspects of the Coagulation Cascade. Thromb
Haemost T4: 1-6.

Davie, E.W.; Fujikawa, K. e Kisiel, W. (1991) The Coagulation Cascade: Initiation,
Maintenance, and Reguiation. Biochemistry 30: 10363-10370.

Davie, W.E. e Ratnoff, O.D. (1964) Waterfall Sequence for Intrinsic Blood Clotting. Science
145: 1310-1312.

Davis, L.M.; McGraw, R.A.; Ware, J.L.; Roberts, HR. e Stafford, D.W. (1987) Factor 1X
Alabama: A Point Mutation in a Clotting Protein Results in Hemophilia B. Blood 69:
140-143.

DiScipio, R.G.; Kurachi, K. e Davie, EW. (1978) Activation of Muman Factor IX (Christmas
Factor). J Clin Invest 61: 1528-1538.

Driscoll, M.C.; Dispenzieri, A.; Tobias, E.; Miller, C.H. e Aledort, L.M. (1988) A Second Bam Hl
DNA polymorphism and Haplotype Assaociation in the Factor [X Gene. Biood 72; 61-65.

Driscoll, M.C.; Miller, C.H.; Hilgartner, M.W. e Aledort, L.M. (1985) Gene Analysis and DNA
Polymorphisms in Hemophilia B. Blood 66 Suppiement: 333.

Eckner, R.; Elimeier, W. and Bimstiel, M.L. (1991) Mature mRNA 3' End Formation Stimulates
RNA Export from the Nucleus. EMBO J 10: 3515-3522.

Esmon, N.L.; Owen, W.G. e Esmon, C.T. (1982) Isolation of a Membrane-Bound Cofactor for
Thrombin-Catalyzed Activation Protein C. J Biol Chem 257: 859-864.



1M1

Evans, D.L.. Marshall, C.J.; Christey, P.B. e Carrel, RW. (1992) Heparin Binding Site,
Conformational Change, and Activation of Antithrombin. Biochemistry 31: 12629-12642.

Evans, J.P.; Brinkhous, KM, Brayer, G.D.: Reisner, HM. e High, KA. (1989) Canine
Hemophilia B Resulting from a Point Mutation with Unusual Consequences. Proc Nat! Acad

Sci USA 86: 10095-10099.

Fallaux, E.J.; Hoeben, R.C. e Briét, E. (1995) State and Prospects of Gene Therapy for the
Hemophilias. Thromb Haemost T4: 263-273.

Fernlund, P. e Stenflo, J. (1983) p-Hydroxyaspartic Acid in Vitamin K-dependent Proteins. J
Biol Chem 258: 12509-12512.

Figueiredo, M.S. (1993) Molecular Analysis of Hemophilia B in Brazilian Patients. Brazilian J
Med Biol Res 26: 919-931.

Figueiredo, M.S. (1995). Os Genes dos Fatores Vili e IX da Ccagulagdo: Mutagdes,
Polimorfismos e Controle da Expressio Génica. Tese de Livre-docéncia;

Figueiredo, M.S.; Bowen, D.J,; Siva-Jr, W.A. e Zago, M.A. (1994) Factor IX Gene Haplotypes

in Brazilian Blacks and Characterization of Unusual Ddel Alleles. Br J Haematol 87:
789-796.

Foster, D.C.: Rudinski, M.S.; Schach, B.G.; Berkner, K.L.; Kumar, A.A; Hagen, F.S.; Sprecher,
C.A.; Insley, M.Y. e Davie, EZW. (1887) Propeptide of Human Protein C Is Necessary for
y-Carboxylation. Biochemistry 26: 7003-7011.

Fraser, B.M.; Poon, M.-C. e Hoar, D.l. (1992) Identification of Factor IX Mutations in
Haemophilia B: Application of Polymerase Chain Reaction and Single Strand Conformation
Analysis. Hum Genet 88: 426-430.

Fryklund, |.; Borg, H. e Andersson, L.-O. (1976) Amino Terminal Sequence of Human Factor
IX: Presence of y-Carboxiglutamic Acid Residues. FEBS Lett 65: 187-189.

Fujikawa, K.; Legaz, M.E.; Kato, H. e Davie, EW. (1974) The Mechanism of Activation of
Bovine Factor [X (Christmas Factor) by Bovine Factor Xla (Activated Plasma
Thromboplastin Antecedent). Biochemistry 13: 4508-4516.

Furie, B.. Bing, D.H.; Feldmann, R.J.; Robison, D.J.; Burnier, J.P. e Furie, B.C. (1982)
Computer-generated Models of Blood Coagulation Factor Xa, Factor 1Xa, and Thrombin
Based upon Structural Homology with Other Serine Proteases. J Bio/ Chem 257:
3875-3882.

Furie, B. e Furie, B.C. (1988) The Molecuiar Basis of Blood Coagulation. Ce/f §3: 505-518.

Furie, B.C. e Furie, B. (1995) Biossynthesis of factor IX: Implications for Gene Therapy.
Thromb Haemost T4: 274-277.

Gailani, D. e Broze, G.J. (1991) Factor XI Activation in a Revised Model of Blood Coagulation.
Science 253: 909-912.



112

Garrett, R.H. e Grisham, C.M. (1995). Mechanisms of Enzyme Action. em Biochemistry. 7% ed.
Saunders College Publishing - Orlando. pp 424-461.

Gerrard, A.J.; Hudson, D.L.; Brownlee, G.G. e Watt, F.M. (1893) Towards Gene Therapy for
Haemophilia B Using Primary Human Keratinocytes. Nature Genetics 3; 180-183.

Giannelli, F.; Choo, KW.; Rees, D.J.G.; Boyd, Y., Rizza, C.R. e Brownlee, G.G. (1983) Gene
Deletions in Pacients with Haemophilia B and Anti-factor IX Antibodies. Nature 303:

181-182.

Giannelli, F.; Green, P.M.; Sommer, S.8.; Poon, M.-C.; Ludwig, M.; Schwaab, R.; Reitsma,
P.H.; Goossens, M., Yoshioka, A. e Brownlee, G.G. (1996) Haemophilia B (sixth edition). a
Database of Point Mutations and Short Additions and Deletions. Nucleic Acids Res 24:
103-118.

Giannelli, F.; Saad, S.; Montandon, A.J,; Bentley, D.R. e Green, P.M. (1992) A New Strategy
for the Genetic Counselling of Diseases of Marked Mutational Heterogeneity: Haemophilia
B as a Model. J Med Genet 29: 602-607.

Gostout, B.; Vielhaber, E.; Ketterling, R.P.; Yoon, H.-S.; Bottema, C.D.K,; Kasper, C.K;

Koerper, M. e Sommer, S.5. (1993) Germiine Mutations in the Factor IX Gene: a
Comparison of the Pattern in Caucasians and non-Caucasians. Hum Mol Gen 2: 293-298.

Graham, J.B.; Green, P.P.; McGraw, R.A. e Davis, L.M. (1985) Appiication of Molecular
Genetics to Prenatal Diagnosis and Carrier Detection in the Hemophilias; Some Limitations.
Blood 66: 759-764.

Graham, J.B.; Kunkel, G.R.; Egilmez, N.K.; Walimark, A.; Fowlkes, D.M. e Lord, S.T. {(1991)
The Varying Frequencies of Five DNA Polymorphisms of X-linked Coagulant Factor 1X in
Eight Ethnic Groups. Am J Hum Gen 49: 537-544.

Graham, J.B.; Lubahn, D.B.; Lord, S.T.; Kirshtein, J.; Nilsson, |.M.; Wailmark, A.; Ljung, R.;
Frazier, L.D.; Ware, J.L.; Lin, SW., Stafford, D.W. e Bosco, J. (1988) The Malmo
Polymorphism of Coagulation Factor IX An Immunologic Polymorphism Due to Dimorphism
af Residue 148 that Is in Linkage Disequilibrium with Two Other F.IX Polymorphisms. Am J
Hum Gen 42: 573-580.

Green, P.M.; Bentley, D.R.; Mibashan, R.S.; Nilsson, |.M. e Giannelli, F. (1989) Molecular
Pathology of Haemophilia B. EMBO J 8: 1067-1072.

Green, P.M.; Montandon, A J.; Bentley, D.R.; Ljung, R.; Nilsson, |.M. e Giannelli, F. (1990) The
Incidence and Distribution of CpG-TpG Transitions in the Coagulation Factor IX Gene. A
Fresh Look at CpG Mutational Hotspots. Nucleic Acids Res 18: 3227-3231.

Green, P.M.; Montandon, A.J.; Ljung, R.; Nilsson, LM. e Giannelli, F. (1992) Haplotype Analysis
of Identical Factor IX Mutants Using PCR. Thromb Haemost 67: 66-69.

Grompe, M. (1993) The Rapid Detection of Unknown Mutations in Nucleic Acids. Nature
Genetics 5: 111-116,



113

Hamaguchi, M.; Matsushita, T.; Tanimoto, M.; Takahashi, T., Yamamoto, K., Sugiura, |;
Takamatsu, J.; Ogata, K.; Kamiya, K. e Saito, H. (1991) Three Distinct Point Mutations in
the Factor IX Gene of Three Japanese CRM" Hemophilia B Patients (Factor IX ByNagoya,
Factor IX Nagoya 3 and 4). Thromb Haemost 65: 514-520.

Handford, P.; Charifson, P.S.; Pederson, L.G.; Brayer, G.D.; Smith, K.J. e Stafford, D.W.
(1991) Expression and Characterization of Human Factor IX. Fator IX Thr-397 and Factor
IX Val-397. J Biol Chem 266: 15213-15220.

Handford, P.A.; Baron, M.; Mayhew, M.; Willis, A.; Beesley, T.; Brownlee, G.G. e Campbell, 1.D.
(1990) The first EGF-like Domain from Human Factor IX Contains a High-affinity Calciumn
Binding Site. EMBO J 9: 475-480.

Harlos, K.; Holland, S.K.; Boys, C.W.G.; Burgers, A.l; Esnouf, M.P. e Blake, C.C.F. (1987)
Vitamin K-dependent Blood Coaguiation Proteins Forms Hetero-dimers. Nature 330: 82-84.

Hathaway, W.E., Belhasen, L.P. e Hathaway, H.S. (1965) Evidence for a New Plasma
Thromboplastin Factor. | Case Report, Coagulation Studies and Physicochemical
Properties. Biood 26: 521-532.

Hay, C.W.; Robertson, KA.; Yong, S.-L.; Thompson, A.R.; Growe, G.H. e MacGillivrary, R T.A.
(1986) Use of a BamH! Polymorphism in the Factor IX Gene for the Determination of
Hemophilia B carrier Status. Blood 67: 1508-1511.

Hoffman, M.; Monroe, D.M.; Oliver, JA. e Roberts, H.R. (1986) Factors IXa and Xa Play
Distinct Roles in Tissue Factor-Dependent Iniciation of Coagulation. Blood 5: 1794-1801.

Hongyo, T.; Buzard, G.S,; Calvert, R.J. e Weghorst, C.M. (1993) 'Cold SSCP": a Simple, Rapid
and Non-Radioactive Method for Cptimized Single-strand Conformation Polymorphism
Analysis. Nucleic Acids Res 21: 3637-3642.

Hougie, C. e Twomey, J.J. (1867) Hemophilia Bm: a New Type of Factor IX Deficiency. Lancet
i: 698-700.

lwanaga, S. (1993) Primitive Coagulation Systems and Their Message to Modern Biology.
Thromb Haemost 70: 48-55,

Jackson, R.J. and Standart, N, (1990) Do the Poly(A) Tail and 3' Untranslated Region Control
mRNA Translation? Cell 62: 15-24,

Jacob, M. e Gallinaro, H. {(1989) The &' Splice Site: Phylogenetic Evolution and Variable
Geometry of Association with UTRNA. Nucleic Acids Res 17: 2159-2177.

Jacobson, D.P.; Schmeling, P. @ Sommer, S.8. (1993) Characterization of the Patterns of
Polymoarphism in a "Cryptic Repeat" Reveals a Novel Type of Hypervariable Sequence. Am

J Hum Gen 53: 443-450.

Jim, R.T.S. (1957) A Study of the Plasma Thrombin Time. J Lab Clin Med 5G: 45-60.



114

Jones, M.E.. Griffith, M.J.; Monroe, D.M.; Roberts, HR. e Lentz, B.R. (1985) Comparison of
Lipid Binding and Kinetic Properties of Normal, Variant, and y-Carboxyglutamic Acid
Modified Human factor IX and IXa. Biochemistry 24: 8064-8069.

Jorgensen, M.J.; Cantor, A.B.; Furie, B.C.; Brown, C.L.; Shoemaker, C.B. e Furie, B. (1987)
Recognition Site Directing Vitamin K-Dependent y-carboxylation Resides on the Propeptide
of factor IX. Celf 48: 158-191.

Katayama, K.; Ericsson, L.H. e Enfield, D.L. (1979) Comparison of Aminc Acid Sequence of
Bovine Coagulation Factor IX (Christmas Factor) with That of Other Vitamin K-dependent
Plasma Proteins. Proc Nat! Acad Sci USA T6: 4990-4994.

Kenneth, G.M. e Lorand, L. (1993) Introdution: Blood Coagulation. Method Enzymoi 222: 1-10.

Ketterling, R.P.; Bottema, C.D.K.; Koeberl, D.D.; li, S. e Sommer, $.S. (1991) T**5M a
Common Mutation Causing Mild Hemophilia B in the Amish and Others: Fouder Effect,
Variability in Factor IX activity Assays, and Rapid Carrier Detection. Hum Genet 87:
333-337.

Ketterling, R.P.; Bottema, C.D.K;; Philips I, JA. e Sommer, S.S. (1991) Evidence that

Descendants of Three Founders Comprise about 25% of Hemophilia B in the United
States. Genomics 10: 1093-1096.

Ketterling, R.P.; Vielhaber, E. e Sommer, S.5. {(1994) The Rates of G:C—T.A and G:C-C.G
Transversions at CpG Dinucleotide in the Human Factor IX Gene. Am J Hum Gen 54:
831-834.

Kisiel, W. (1979) Human Plasma Protein C. Isolation, Characterization, and Mechanism of
Activation by a-Thrombin. J Clin Invest 64: 761-769.

Kisiel, W.; Canfield, W.M.; Ericsson, L.H. e Davie, EW. (1977) Anticoagulant Properties of
Bovine Plasma Protein C Following Activation by Trombin, Biochemistry 16: 5824-5830.

Koeberl, D.D.; Bottema, C.D.K,, Buerstedde, J.-M. e Sommer, $.8. (1989) Functionally
Important Regions of the Factor IX Gene Have a Low Rate of Polymorphim and a High
Rate of Mutation in the Dinucleotide CpG. Am J Hum Gen 45: 448-457.

Koeberl, D.D.; Bottemma, C.D.K.; Ketterling, R.P.; Bridge, P.J.; Lillicrap, D.P. e Sommer, S.S.
(1980) Mutations Causing Hemophilia B: Direct Estimate of the Underlying Rates of
Spontaneous Germ-Line Transitions, Transversions, and Deletions in a Human Gene. Am J
Hum Gen 47; 202-217.

Koeberl, D.D.; Bottema, C.D.K.; Sarkar, G.; Ketterling, R.P.; Chen, S.-H. e Sommer, S.S.
(1990) Recurrent Nonsense Mutations at Arginine Residues Cause Severe Hemophilia B in

Unrelated Hemophiliacs. Hum Genet 84; 387-390.

Kojima, T.; Tanimoto, M.; Kamiya, T.; Obata, Y.; Takahashi, T., Ohno, R.; Kurachi, K. e Saito,
H. (1987) Possible Absense of Common Polymorphisms in Coagulation Factor IX Gene in
Japanese Subjects. Blood 69: 349-352.



1o

Kozac, M. (1986) Influences of mRNA Secondary Structure on Initiation by Eukariotic
Ribossomes. Proc Natl Acad Sci {/SA 83: 5086-5090.

Kurachi, K. e Davie, EW. (1977) Activation of Human Factor X1 (Plasma Thromboplastin
Antecedent) by Factor X1la (Activated Hageman Factor). Biochemistry 16: 5831-5839.

Kurachi, K. e Davie, E.W. (1982) Isolation and Characterization of a cDNA Coding for Human
Factor 1X. Proc Natl Acad Sci USA 79: 6461-6464.

Kurachi, K.; Furukawa, M.; Yao, S.-N. e Kurachi, S. (1992) Biology of Factor 1X. Hematol Oncof
Clin North Am 6: 981-987.

Kurachi, K. e Yao, S.-N. {(1993) Gene therapy of Haemophilia B. Thromb Haemost 70:
193-197.

Larson, P.J. e High, KA, (1992) Biology of Inherited Coagulopathies: Factor 1X. Hematol Oncol
Clin North Am 6: 999-1009.

Laurell, C.V. (1966) Quantitative Estimation Proteins by Electrophoresis in Agarose Gel
Containing Antibodies. Anal Biochem 15: 45-52.

Lawson, J.H.: Kalafatis, M.; Stram, S. e Mann, K.G. (1994) A Model for the Tissue factor
Pathway to Thrombin. J Biol Chem 269: 23357-23366.

Lawson, J.H. e Mann, K.G. (1991) Cooperative Activation of Human Factor IX by the Human
Extrinsic Pathway of Blood Coagulation. J Biol Chem 266: 11317-11327.

Lenting, P.J.; ter Maat, H.; Clijsters, P.P.F.M.; Donath, M.-J.S.H.; van Mourik, J.A. e Mertens, K.
(1995) Cleavage at Arginine 145 in Human Bioed Coagulation Factor IX Converts the
Zymogen into a Factor VIII Binding Enzyme. J Biol Chem 270: 14884-14890.

Liddell, m.B.; Peake, L.R.; Taylor, S.A.M.; Lillicrap, D.P.; Giddings, J.C. e Bloom, A.L. (1989)
Factor 1X Cardiff: a Variant Factor IX Protein That Shows Abnormal Activation is caused by
an Arginine to Cysteine Substitution at position 145. Br J Haemato! T2: 556-560.

Lin, S.W. e Shen, M.-C. (1993) Genetic Basis and Carrier Detection of Hemophilia B of
Chinese QOrigin. Thromb Haemost 69: 247-252,

Lozier, J.N. e Brinkhous, K.M. (1894) Gene Therapy and the Hemophilias. JAMA 271: 47-51.

Lusher, J.M. (1995) Considerations for Current and Future Management of Haemophilia and Its
Complications. Haemophilia 1: 2-10.

MacFarlane, R.G. (1964) An Enzyme Cascade in the Blood Clotting Mechanism, and lts
Function as a Biochemical Amplifier. Nature 202; 498-499,

Manley, J.L. and Proundfoot, N.J. (1984) RNA 3-ends: Formation and Function - Meeting
Review. Genes Dev 8: 258-264.

Mann, K.G. e Laszio, L. (1993) Introduction: Blood Coagulation. Method Enzymol 222 1-10.



116

Marcum, J.A. e Rosenberg, R.D. (1984) Anticoaguiantly Active Heparin-like Molecules from
Vascular Tissue. Biochemistry 23: 1730-1737.

McCord, D.M.; Monroe, D.M.; Smith, K.J. e Roberts, H.R. (1990) Characterization of the
Functional Defect in Factor IX Alabama. J Biol Chemn 265: 10250-10254.

McGraw, R.A.; Davis, L.M,; Noyes, C.M.; Lundblad, R.L.; Roberts, H.R.; Graham, JB. e
Stafford, D.W. (1985) Evidence for a Prevalent Dimorphism in the Activation Peptide of
Hurman Coagulation Factor IX. Proc Natl Acad Sci USA 82: 2847-2851.

Melo, L. (1989) Hemofilias e Outras Coagulopatias Congénitas no Brasil. Bo/ Soc Bras
Hematol Hemoter 11: 112-121.

Mibashan, R.S.; Rodeck, C.H.; Thumpston, J.K.; Edwards, R.J.; Singer, J.D.; White, J M. e
Campbell, S. (1979) Plasma Assay of Fetal Factors VIII and IX for Prenatal Diagnosis of
Haemophilia. Lancet 2: 1309-1311.

Miyata, T.; Kuze, K.; Matsusue, T.; Komooka, H.; Kamiya, K.; Umeyama, H.; Matsui, A.; Kato,
H. e Yoshioka, A. (1994) Factor IX Bm Kiryu: a Val-313-to-Asp Substitution in the Catalytic
Domain Results in Loss of Function Due to a Conformational Change of the Surface Loop:

Evidence Obtained By Chimaeric Modelling. Br J Haemato! 88: 156-165.

Monroe, D.M.; McCord, D.M.; Huang, L.H.; High, KA.; Lundblad, R.L.; Kasper, C.K. e Roberts,
H.R. (1989) Functional Consequences of an Arginine 180 to Glutamine Mutation in Factor
IX Hilo. Blood 73: 1540-1544.

Montandon, A.J.; Green, P.M.; Bentley, D.R.; Ljung, R.; Kling, S.; Nilsson, L.M. e Giannelli, F.
(1992) Direct Estimate of the Haemophilia B (Factor IX Deficiency) Mutation Rate and of
the Ratio of the Sex-specific Mutation Rates in Sweden. Hum Genef 89: 319-322.

Morita, T.; Isaacs, B.S.; Esmon, C.T. e Johnson, A.E. (1984) Derivatives of Blood Coagulation
factor IX Contain High Affinity Ca’* Binding Site that Lacks v-Carboxyglutamic Acid. J Bio/
Chem 259: 5698-5704,

Mount, S.M. (1982) A Catalogue of Splice Junction Sequences. Nucleic Acids Res 10:
459-472.

Nishimura, H.; Kawabata, S.-1.; Kisiel, W.; Hase, S.; lkenaka, T.; Takao, T.; Shimonishi, Y. e
lwanaga, 5. (1989) ldentification of a Disaccharide (Xyl-Glc) and a Trisaccharide (Xyl2-Glc)
O-glycosidically Linked to a Serine Residue In the First Epidermal Growth Fator-iike Domain
of Human Factors VII and IX and Protein Z and Bovine Protein Z. J Biol Chem 264:
20320-20325.

Nishimura, H.; Takao, T.; Hase, S.; Shimonishi, Y. e iwanaga, S. (1992) Human Factor IX Has
a Tetrasaccharide O-glycosidically Linked to Serine 61 Through the Fucose Residue. J Biol
Chem 267; 17520-17525.

Noyes, C.M.; Griffith, M.J.; Roberts, H.R. e Lundblad, R.L. (1983) Identification of the Molecular
Defect in Factor IX Chapel Hill. Substitution of a Histidine for Arginine at Position 145. Proc
Natl Acad Sci USA 80: 4200-4202.



11/

O'Brien, L.M.; Medved, L.V. e Fay, F.J. (1995) Localization of Factor IXa and Factor Vilia
interactive Sites. J Biol Chem 270: 27087-27082.

Olson, S.T.; Bjork, L; Sheffer, R.; Craig, P.A.; Shore, J.D. e Choay, J. (1992} Role of the
Antithrombin-Binding Pentasaccharide in Heparin Acceleration of Antithrombin-Proteinase
Reactions. J Biol Chem 267; 12528-12538.

Orita, M., lwahana, H., Kanazawa, H., Hayashi, K. e Sekiya, T. (1989) Detection of

Polymorphisms of Human DNA by Gel electrophoresis as Single-Strand Conformation
Polymorphisms. Proc Nat! Acad Sci USA 86: 2766.

Orstavik, K.H.; Veiltkamp, J.J.; Bertina, R.M. e Hermans, J. (1979) Detection of Carriers of
Haemophilia B. 8rJ Haematol 42: 293-301.

Osterud, B. e Rapaport, S.I. (1977) Activation of Factor IX by the Reaction Product of Tissue
Factor and Factor VII: Additional Pathway for Initiating Blood Coaguiation. Proc Nat/ Acad
Sci USA 74: 5260-5264.

Owen, W.G. e Esmon, C.T. (1981) Functional Properties of an Endothelial Cell Cofactor for
Thrombin-Catalyzed Activation of Protein C. J Bio/ Chem 256 5532-5535.

Pan, L.C. e Price, P.A. (1985) The Propeptide of Rat Bone y-Carboxiglutamic Acid Protein
Shares Homology With Other Depentdent Protein Precursors. Proc Natl Acad Sci USA 82:
6109-6113.

Patthy, L. (1985) Evolution of the Proteases of Blood Coagulation and Fibrinolysis by Assembly
from Modules. Cell 41. 657-663.

Pavlovsky, A. (1947) Contribution to the Pathogenesis of Hemophilia. Blood 2: 185-191.

Peake, |.R; Lillicrap, D.P.; Boulyjenkov, V.; Briét, E.; Chan, V.; Ginter, E.K.; Kraus, E.M.; Ljung,
R.; Mannucci, P.M.; Nicolaides, K. e Tuddenham, E.G.D. (1993) Report of a Joint
WHO/WFH Meeting on the Control of Haemophilia: Carrier Detection and Prenatal
Diagnosis. Blood Coag Fibr 4: 313-344.

Pixley, R.A. e Colman, R.W. (1993) Factor XII: Hageman Factor. Method Enzymol 222: 51-85.

Pooler, L. (1875) The British System of Anticoagulant Control. Thromb Diath Haemorrh 33:
157-162.

Poon, M.-C_; Anand, S.; Fraser, BM.; Hoar, D.I. e Sinclair, G.D. (1993) Hemophilia B Carrier
Determination Based on Family-specific Mutation Detection by DNA Single-strand
Conformation Analysis. J Lab Clin Med 122: 55-63.

Proctor, P.R. e Rapaport, S.1. (1961) The Partial Thromboplastin Time with Kaolin. A Simple

Screening Test for First stage Plasma Clotting Factor Deficiencies. Am J Clin Pathol 36:
212-219.

Purreilo, M.; Alhadeff, B., Esposito, D.; Szabo, P.; Rocchi, M.; Truett, M.; Masiarz, F. e
Siniscalco, M. (1985) The Human Genes for Hemophilia A and Hemophilia B Flank the X
Chromosome Fragile Xq 27.3. EMBOQO J4:; 725-729.



118

Quick, A.J.; Stanley-Brown, M. e Bancroft, F.W. (1935) A Study of the Coagulation Defect in
Hemophilia and in Jaundice. Am J Med Sci 190: 501-511.

Rao, L.V.M. e Rapaport, S.I. (1987) Studies of a Mechanism Inhibiting the Initiation of the
Extrinsic Pathway of Coagulation. Blood 69: 645-651.

Rao, L.V.M. e Rapapon, S.I. (1988) Activation of Factor ViI to Tissue Factor: A Key Early Step
in the Tissue Factor Pathway of Blood Coagulation. Proc Natf Acad Sci USA 85:

6687-6690.

Rapaport, S.1. (1889) Inhibition of Factor Vila/Tissue Factor-induced Blood Coaguiation; With
Particular Emphasis Upon a Factor Xa-Dependent Inhibitory Mechanism. Blood 73:
359-365.

Rapaport, S.. (1991) The Extrinsic Pathaway [nhibitor: A Regulator of Tissue
Factor-dependent Blood Coagulation. Thromb Haemost 66: 6-15.

Rapaport, S.I. e Rao, L.V.M. (1995) The Tissue Factor Pathway: How It Has Become a "Prima
Ballerina". Thromb Haemost T74; 7-17.

Ratnoff, 0.D. e Forbes, C.D. (1991). Evolution of Knowledge About Hemostasis. em Disorders
of Hemostasis. 2? ed. W. B. Sauders Company - Philadelphia, PA. pp 1-17.

Ratnoff, O.D. e Forbes, C.D. (1991). Normal Hemostatic Mechanisms. em Disorders of
Hemostasis. 29 ed. W.B. Saunders Company - Philadelphia, PA. pp 18-47.

Rees, D.J.G.; Jones, |LM.; Handford, P.A.; Walter, S.J.; Esnouf, M.P.; Smith, K.J. e Brownlee,
(.G, (1988) The Role of B-Hidroxyaspartate and Adjacent Carboxylate Residues in the First
EGF Domain of Human Factor IX. EMBO J 7: 2053-2061.

Rees, D.J.G.; Rizza, C.R. e Brownlee, G.G. (1985) Haemophilia B Caused by a Point Mutation
in a Donor Splice Junction of the Human Factor 1X Gene. Nature 316: 643-645.

Roberts, H.R. (1993) Molecular Biology of Hemophilia B. Thromb Haemost 70: 1-9.

Roberts, H.R. e Eberst, M.E. (1993) Current Management of Hemophilia B. Hematol Oncol Clin
North Am T: 1269-1280.

Rosemberg, R.D. e Rosemberg, J.S. (1984) Natural Anticoagulant Mechanisms. J Clin Invest
T74: 1-6.

Ryan, J.; Wolitsky, B.; Heimer, E.; Lambrose, T.; Felix, A.; Tam, J.P.; Huang, L.H.: Nawroth, P.:
Wilner, G.; Kisiel, W.; Nelsestuen, G.L.. e Stern, D.M. (1989) Structural Determinants of the
Factor IX Molecule Mediating Interaction with Endothelial Binding Site are Distinct from

Those Involved in Phospholipid Binding. J Biol Chem 264: 20283-20287.

Saad, S.; Rowiey, G., Tagliavacca, L.; Green, P.M. e Giannelii, F. (1994) First Report on UK
Database of Haemophilia B Mutations and Pedigrees. Thromb Haemost T1: 563-570.



119

Saiki, R.K.; Gelfand, D.H_; Stoffel, S.; Scharf, S.J.; Higushi, R.; Horn, G.T. e Erlich, H.A. (1988)
Primer-directed Enzimatic Amplification of DNA with a Thermostable DNA Polymerase.
Science 139: 487-491.

Salier, J.-P.; Hirosawa, S. e Kurachi, K. (1990) Functional Characterization of the 5' Regulating
Region of Human Factor IX Gene. J Biol Chem 265: 7062-7068.

Salvesen, G. e Pizzo, S.V. (1994). Proteinase Inhibtors: a-Macroglobulins, Serpins and Kunins.
em Hemostasis and Thrombosis: Basic Principles and Clinical Practice. 3% ed. Colman,
R.W., Hirsh, J.; Marder, V.J. and Salzman, EW.eds. J.B.Lippincott Company -
Philadelphia. pp 241-258.

Sambrook, J.; Fritsch, E.F. e Maniatis, T. (1982). em Molecular Cloning: A Laboratory
Manual. Cold Spring Harbor, New York.

Sanger, F.; Niklen, S. e Coulson, A.R. (1977) DNA Sequencing with Chain Inhibitors. Proc Nail
Acad Sci USA 74: 5463-5467.

Sarkar, G.; Koeberl, D.D. e Sommer, $.S. (1990) Direct Sequencing of the Activation Peptide
and the Catalitic Domain of the Factor [X Gene in Six Species. Genomics 6: 133-143,

Schulman, |. e Smith, C.H. (1952) Hemorrhagic Disease in an Infant Due to Deficiency of a
Previously Undescribed Clotting Factor. Blood 7: 794.

Sekiya, F.; Yamashita, T., Atoda, H., Komiyama, Y. e Morita, T. (1995) Regulation of the
Tertiary Strusture and Function of Coagulation Factor IX by Magnesium(ll) lons. J Biof
Chem 270: 14325-14331.

Sekiya, F.; Yoshida, M.; Yamashita, T. e Morita, T. (1996) Localization of the Specific Binding
Site for Magnesium(ll) lons in Factor IX. FEBS Lett 392: 205-208.

Sekiya, F.; Yoshida, M. Yamashita, 7. e Meorita, T. (1996) Magnesium(ll) Is a Crucial
Constituent of the Blood Coagulation Cascade. J Biol Chem 271; 8541-8544.

Sommer, §.5. (1992) Assessing the Underlying Pattern of Human Germline Mutations:
Lessons from the Factor IX Gene. FASEB J 6: 2767-2774.

Sommer, 5.5. (1985) Recent Human Germ-iine Mutation: Inferences from Pacients with
Hemophilia B. Trends in Genetics 11: 141-147.

Sommer, 5.5. e Ketterling, R.P. (1994) How Precisely Can Data from Transgenic Mouse
Mutation-detection Systems Be Extrapolated to Humans?: Lessons from the Human Factor
IX Gene. Mutation Research 307: 517-531.

Stenflo, J. (1991) Structure-function Relationships of Epidermal Growth Factor Modules in
Vitamin K-dependent Clotting Factors. Blood 78: 1637-1651.

Suehiro, K.; Kawabata, S.-I.; Miyata, T.; Takeya, H.; Takamatsu, J.; Ogata, K_; Kamiya, T.;
Saito, H.; Niho, Y. e lwanaga, S. (1989) Blood Clotting Factor IX By Nagoya. J Biof Chem
264: 21257-21265.



120

Sunnerhagen, M.S.; Persson, E.; Dahlqvist, |.; Drakenberg, T.; Stenflo, J.; Mayhew, M.: Robin,
M.; Handford, P.; Tilley, JW.; Campbell, 1.D. e Brownlee, G.G. (1993) The Effect of
Aspartate Hydroxylation on Calcium Binding to Epidermal Growth Factor-like Modules in
Coagulation Factors IX and X. J Biol Chem 268; 23339-23344.

Sussman, LI (1992) Introduction: Normal Pathways of Coagulation. Semin Hematol 29:
157-168.

Suzuki, K.; Nishioka, J. e Hashimoto, S. (1983) Protein C Inhibitor. Purification from Human
Plasma and Characterization. J Biof Chern 258: 163-168.

Tans, G. e Rosing, J. (1987) Structural and Functional Charaterization of Factor XiI. Semin
Thromb Hemostasis 13; 1-14.

ten Cate, H.; Biemond, B.J.; Levi, M.; Wuillemin, W.A_; Bauer, K A_; Barzegar, S.; Buller, H.R.:
Hack, C.E.; ten Cate, J.W. e Rosemberg, R.D. (1996) Factor Xla Induced Activation of the
Intrinsic Cascade In Vivo. Thromb Haemost 75: 445-449.

Thompson, A.R. (1986) Structure, Function, and Molecular Defects of Factor [X. Blood 67:
565-572.

Thompson, A.R. e Chen, S.-H. (1993) Characterization of Factor IX Defects in Hemophilia B
Patients. Method Enzymof 222: 143-168,

Thorland, E.C.; Weinshenker, B.G.; Liu, J.-z.; Ketterling, R.P.; Vielhaber, E.: Kasper, C.K;
Ambriz, R.; Paredes, R. & Sommer, S.S. (1995) Molecular Epidemiology of Factor IX
Germiine Mutations in Mexican Hispanics: Pattern of Mutation and Potential Founder
Effects. Thromb Haemost 74: 1416-1422.

Toyozumi, H.; Kojima, T., Matsushita, T.; Hamaguchi, M.; Tanimoto, M. e Saito, H. (1995)
Diagnosis of Hemophilia B Carriers Using Two Novel Dinucieotide Polymorphisms and
Hha | RFLP of the Factor IX Gene in Japanese Subjects. Thromb Haemost T4: 1009-1014.

Tuddenham, E.G.D. e Cooper, D.N. (1994). Introduction. em The Molecular Genetics of
Haemostasis and Its Inherited Disorders. 72 ed. Oxford University Press Inc. - New York.
pp 1-18.

Tuddenham, E.G.D. e Cooper, D.N. (1994). Anthrombin Ill. em The Molecular Genetics of
Haemostasis and Its Inherited Disorders. 79 ed. Oxford University Press Inc. - New York.
pp 284-298.

Tuddenham, E.G.D. e Cooper, D.N. (1984). Factor IX and Haemophilia B. em The Molecular
Genetics of Haemostasis and Its Inherited Disorders. 7¢ ed. Oxford Monographs on
Medical Genetics N 25 Oxford University Press - New York. pp 78-111.

Tulinsky, A. (1991) The Structures of Domains of Blood Proteases. Thromb Haemost 66:
16-31.



121

Vulliamy, T.J.; Urso, M.D., Battistuzzi, G.; Estrada, M.; Foulkes, N.S.; Martini, G. e Calabro, V.
{1988) Diverse Point Mutations in the Human Glucose-6-phophate Dehydrogenase Gene
Cause Enzyme Deficiency and Mild or Severe Hemolytic Anemia. Proc Soc Exp Biol 85:
5171-5175.

Walker, F.J. (1980) Regulation of Activated Protein C by a New Protein. A Possible Function
for Bovine Protein 8. J Biol Chem 255: 5521-5524.

Warn-Cramer, B.J. e Bajaj, S.P. (1986) Intrinsic Versus Extrinsic Coagulation. Biochem J 239:
757-762.

Wasley, L.C.; Rehemtulla, A.; Bristol, J.A. e Kaufman, R.J. (1993) PACE/Furin Can Process
the Vitamin K-dependent Pro-factor IX Precursor within the Secretory Pathway. J Bio/
Chem 268: 8458-8465.

Winship, P.R.; Anson, D.S; Rizza, C.R. e Brownlee, G.G. (1984) Carrier Detection in
Haemophilia B Using Two Further Intragenic Restriction Length Polymorphisms. Nucleic
Acids Res 12: 8861-8872.

Winship, P.R. e Brownlee, G.G. (1986) Diagnosis of Haemophilia B Carriers Using Intragenic
Oligonucleotides Probes. Lancet ii: 218-219.

Winship, P.R. e Dragon, A.C. (1991) Identification of Haemophilia B Patients with Mutations in
the Calcium Binding Domains of Factor IX: Importance of B-OH--Asn Change. Br J
Haematol 77: 102-109.

Winship, P.R.; Rees, D.J.G. e Alkan, M. (1989) Detection of Polymorphisms at Cytosine
Phosphoguanidine Dinucleotides and Diagnosis of Haemophilia B Carriers. Lancetf i:
631-634.

Wun, T.C.; Kretzmer, K.K,; Girard, T.J.; Miletich, J.P. e Broze, G.J. (1988) Cloning and
Characterization of a ¢cDNA Coding for the Lipoprotein-associated Coagulation Inhibitor
Shows That It Consists of a Three Tandem Kunitz-Type Inhibition Domains. J Biol Chem
263: 6001-6004.

Yoshitake, S.; Schach, B.G.; Foster, D.C.; Davie, EW. e Kurachi, K. (1985) Nucleotide
Sequence of the Gene for Human Factor IX (Antihemophilic Factor B). Biochemistry 24:
3736-3750.

Youssoufian, H.; Kazazian, HH.; Phillips, D.G.; Aronis, S.; Tsiftis, G.; Brown, V.A. e
Antonarakis, S.E. (1986) Recurrent Mutations in Haemophilia A Give Evidence for CpG
Mutation Hotspots. Nature 324; 380-382,



