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RESUMO

A hemofilia consiste em uma desordem da coagulacdo sanguinea de
heranca recessiva e ligada ao cromossomo X. Existem dois tipos de hemofilia, a
hemofilia A e a B, causadas respectivamente por mutacdes nos genes F8 e F9, que
codificam os fatores VIII (FVIII) e IX (FIX) da coagulacdo sanguinea. Conforme a
deficiéncia do fator correspondente, a hemofilia € classificada em leve (5-40%),
moderada (1-5%) e grave (<1%). Ambas as condi¢bes possuem heterogeneidade
alélica, existindo uma gama de mutacfes reportadas como suas causas. Existem
cercade 1.451 e 667 mutacdes de sentido trocado reportadas nos bancos de dados
da hemofilia A e B, respectivamente, tendo uma grande contribuicdo na
determinacdo da desordem. Mutacdes de sentido trocado sao alvos de
investigacbes sobre seu impacto, uma vez que seus efeitos variam conforme a
regido onde ocorre a troca de aminodacidos e pela troca em si, pelas propriedades
que sdo alteradas na substituicdo. E crucial, para o bom diagnostico,
acompanhamento e interferéncia em pacientes, que as Vvariantes sejam
corretamente interpretadas entre patogénicas ou nao. O presente trabalho
investigou mais de 200 variantes para entender a determinacao da patogenicidade
nas hemofilias. As investigacdes foram conduzidas através de uma abordagem in
silico desenvolvida e que leva em conta as caracteristicas fisico-quimicas da
estrutura proteica para relaciona-las ao fenoétipo e inferir seu efeito. A abordagem é
baseada em modelagem molecular seguida da avaliacdo das propriedades fisico-
quimicas dos modelos, que sdo entdo combinadas em uma analise de clusterizacao
hierarquica. Tal abordagem se mostrou eficiente na identificacdo de propriedades
importantes para dominios proteicos e para determinar que tipo de atributos estéo
modificados nas variantes patogénicas. Assim, conseguimos acessar dados que
ferramentas prévias nao revelam. Também foi possivel estabelecer parametros
para variantes polimorficas e hiperativas, identificando clusters com caracteristicas
semelhantes e procurando estabelecer relagdo com o seu fenétipo. A abordagem
elaborada contribui para elucidar efeitos de variantes de sentido trocado e para
entender um pouco mais sobre os fatores VIl e 1X, suas variantes e propriedades
alteradas. Esperamos que essa abordagem possa ser expandida a uma aplicacéo

clinica, e a outras desordens Mendelianas com heterogeneidade alélica.
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ABSTRACT

Hemophilia is an X-linked recessive blood clotting disorder. There are two types of
hemophilia, hemophilia A (HA) and B (HB), caused respectively by mutations in the
F8 and F9 genes, which encode blood clotting factors VIl and IX. According to factor
deficiency, hemophilia is classified as mild (5-40%), moderate (1-5%) and severe
(<1%). Both conditions have allelic heterogeneity, with a range of mutations
reported as disorders’ cause. There are about 1,451 and 667 missense mutations
reported in the HA and HB databases respectively, with a large contribution of such
mutations in determining the disorder. Missense mutations lead to wide
investigations since their effects vary according to the region where the amino acid
exchange occurs and according to the exchange itself, due to the substitutions
altered properties. The correct interpretation of which variants are pathogenic, and
which are not, is crucial for correct diagnosis and patient interferences. The present
work investigated more than 200 variants to understand the determination of
pathogenicity in hemophilia. The investigations were conducted using an in silico
approach developed by us, that takes into account the physicochemical
characteristics of the protein structure, in order to infer and relate these features
with substitutions’ effect. The approach is based on molecular modeling followed by
the evaluation of physicochemical properties, which are then combined in a
hierarchical clustering analysis (HCA). This approach proved to be efficient in
identifying important properties for protein domains and in determining which type
of attributes are modified in pathogenic variants. Thus, we were able to access from
it, data that other tools do not reveal. We were also able to establish parameters for
polymorphic and hyperactive variants by identifying clusters with similar
characteristics and trying to establish a relationship with their phenotype. The
application of the elaborated approach should contribute to elucidate the effects of
missense variants and to understand more about the coagulation factors, their
variants and altered properties. We hope and believe that this approach can be
expanded to a clinical application and to other Mendelian disorders with allelic

heterogeneity.
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CAPITULO | - INTRODUCAO E OBJETIVOS

1. Introducéo

Coagulopatias hereditarias sdo condi¢des herdaveis que levam a deficiéncia na
coagulacéo. Isso ocorre pela reducédo ou auséncia (qualitativa ou quantitativa) na
atividade de proteinas chamadas fatores de coagulacdo sanguinea. Existem
diferentes desordens e condicdes clinicas que se enquadram neste grupo, porém
as mais representativas em numero de casos sdo: a Hemofilia A, Hemofilia B e
deficiéncia no Fator VW (Doenca de von Willebrand). Apesar da prevaléncia das
hemofilias no sexo masculino, 0 que reduz sua ocorréncia, juntas elas
correspondem a cerca de 50% dos casos de coagulopatias hereditarias, e se
somadas a doencga de von Willebrand, abrangem cerca de 90% dos casos de
desordens hemorragicas. Dito isso, é importante que se investigue 0s mecanismos
pelos quais as hemofilias sédo estabelecidas e como se da a patologia molecular da
doenca de maneira ampla. Um entendimento mais profundo dos aspectos citados
pode contribuir positivamente com a implementacao de tratamentos mais eficientes

para estas condicoes.

1.1. Hemostasia e Via da Coagulacdo Sanguinea

1.1.1. Hemostasia

A hemostasia consiste em um processo fisioldgico para evitar sangramentos
excessivos, com a finalidade de manter o sangue fluido nos vasos sanguineos sem
gue haja a ocorréncia tanto de hemorragias quanto de tromboses. Além disso, o
fenbmeno também é crucial para o inicio do reparo tecidual, sendo altamente
regulado e dindmico (Schenone et al., 2004). As vias da coagulagdo sanguinea
regulam a hemostasia de maneira refinada, evitando que haja algum tipo de

colapso, pois erros em qualquer etapa desta via podem comprometer a coagulacéo.

O processo hemostatico envolve desde a formagao de um coagulo (coagulacao)
até a sua degradacdao (fibrinélise) (Marcus and Safier, 1993). Quando ocorre uma

injuria vascular, a hemostasia acontece por meio de etapas sucessivas que incluem
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a vasoconstricdo (quando o estimulo do vaso traumatizado determina a contracao
da parede); a formacdo de um tampao plaquetario (0 qual envolve a adesao,
ativacdo e agregacdo das plaquetas); a ativacdo da cascata de coagulacao
sanguinea, a qual culmina na producéo de uma rede de fibrina; e a dissolucao desta

rede, a fibrindlise.

Diariamente os vasos sofrem com rupturas vasculares que séo, e em sua
maioria, controladas através de oclusédo pelo tampé&o plaquetario. A coagulacao
sanguinea € iniciada por substancias ativadoras do endotélio vascular, da
superficie plaquetaria e por proteinas da coagulacdo sanguinea. Esta via é
regulada por trés componentes basicos: a parede vascular, as plaguetas e os

fatores de coagulacao (proteinas).

Quando ocorre dano em um vaso sanguineo, as células sanguineas
(principalmente as plaquetas, que estdo junto a parede dos vasos) tornam-se
expostas ao coldgeno e a fibroblastos do endotélio subjacente e ocorre a
vasoconstricdo, diminuindo o fluxo sanguineo no local de injaria vascular,
minimizando a perda de sangue. A etapa seguinte € a hemostasia primaria, que

consiste no processo que leva a formacgédo do tampéo plaquetario.

Durante a hemostasia primaria, o Fator Von Willebrand (FvW) faz uma ligacao
com o colageno subendotelial e o endotélio lesado. O FVW consiste em uma
glicoproteina multimérica, que se liga a uma glicoproteina presente na membrana
superficial das plaquetas (GPIb). Inicialmente o FVW esta em uma conformacéo
enovelada, mas com a ligacédo ao colageno subendotelial e as células endoteliais
lesadas, ocorre o desenovelamento deste fator. A partir deste desenovelamento
ocorre a exposicao dos dominios Al do FVW, que fazem a ligagdo com o GPIb. A
ligacdo do dominio A1 com GPIb, ativa outro receptor nas plaquetas, a integrina
GPlIb/llla. A GPlIb/llla ativa liga-se ao dominio C1 do FVW e leva a autoativagédo
das plaquetas.

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

adesdo das plaquetas ao subendotélio, novas plaquetas sdo ativadas e se
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aglutinam. No processo de ativacao, as plaquetas tém a sua configuracao alterada:
tornam-se esféricas e emitem pseuddpodos. Com a ativacdo, os trombocitos
liberam granulos citoplasmaticos (como ADP, tromboxano e serotonina) e estes
recrutam novas plaquetas para o local da les&o vascular (Marcus and Safier, 1993).
Células endoteliais fazem a sinalizacdo para controlar este processo de auto-
amplificacéo, visando conter o tampdao plaquetéario estritamente na regido do dano
vascular (Stassen et al.,, 2004). Além disso, mecanismos que restringem a
agregacdo plaquetaria e formacdo do codgulo de fibrina a regido da injuria
contribuem para a manutencéo do sangue em um estado fluido (Hoffbrand, Pettit e
Moss, 2001). Para que a coagulacdo sanguinea aconteca, um polimero de fibrina
(codgulo) precisa ser formado a partir de fibrinogénio,por meio de uma reacao
catalisada pela trombina (Fator Ila), enzima formada a partir da protrombina, por

uma reacado estimulada por calcio e tromboquinase (Riddel et al., 2007).

A interacdo entre as plaquetas e os fatores de coagulagdo sanguinea é o que
da origem a um tampao plaquetario, que acaba por estancar o sangramento no
local da injaria vascular. A plaqueta adere-se a macromoléculas do tecido
subendotelial na regido lesada formando um tampdo primario (Ruggeri and
Mendolicchio, 2007). De maneira geral, as plaquetas estimulam a ativacao desses
fatores plasmaticos da coagulacéo, o que culmina na formacao de um coagulo de
fibrina, reforcando a agregacdo plaquetaria (Berndt et al., 2014). A medida que
ocorre a cicatrizacdo na area do dano, o coagulo de fibrina é desfeito, bem como a
agregacdao plaquetéria.

As plaguetas (trombdcitos) tém sua biogénese na medula éssea, consistindo
em fragmentos anucleados de megacariocitos (ZAJICEK, 1954). Elas sé&o
recrutadas especialmente para a coagulagdo sanguinea, participando fisicamente
e quimicamente deste processo. Sao ativadas por exposicdo ao colageno e
aderem-se ao subendotélio lesado, onde se agregam umas as outras e formam um
trombo, que é posteriormente estabilizado. As plaguetas consistem em pecas-
chave da hemostasia primaria e em um individuo adulto e saudavel estéo presentes
em quantidades que vao aproximadamente de 150 a 400 bilhdes de unidades por

litro de sangue. Em eventos de injuria vascular, as plaquetas sao altamente
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especializadas para reconhecer perturbacdes junto as células endoteliais dos

vasos sanguineos ou exposicado da matriz fibrosa (Berndt et al., 2014).
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Figura 1. Formacdo de Tampdao Plaquetéario. O Fator von Willebrand (FvW) faz uma
ponte entre a glicoproteina GPIb da superficie das plaguetas com as fibras colagenas. A
glicoproteina GP llb/llla também na superficie do compexo plaquetario, se liga ao
fibrinogénio que esta circulando, culminando na agregacéo plaquetaria. A ativagdo das
plaquetas leva a modificagfes morfologicas que as tornam adesivas, como a emissao de
pseuddpodes que as deixam numa forma mais “estrelada”. ADP = difosfato de adenosina;
GP = glicoproteina; PDGF = fator de crescimento derivado de plaqueta; TSP =
trombospondina; vVWF = fator de Von Willebrand.Fonte: L.K. Leung L , MD. Hemostasis
and its Regulation. ACP Medicine. 2012.
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1.1.2. Modelo celular da coagulagcdo sanguinea

Em 2001, além do presente modelo da “Cascata da Coagulagao Sanguinea”
no qual temos uma via intrinseca e uma via extrinseca (adicionar), foi sugerido o
“Modelo Celular de Coagulagado Sanguinea” para melhor representar o que ocorre
in vivo durante o reparo de uma lesao endotelial. Este novo modelo postula que o
processo Nao ocorre cCOMoO uma cascata, mas sim em estagios sobrepostos de
iniciacdo, amplificacéo e propagacao (Hoffman and Monroe, 2001) (Figura 2).

Essas trés etapas do modelo ocorrem na superficie de diferentes células. A
iniciacdo acontece na superficie de fibroblastos com o fator tissular (TF)(Wilcox et
al., 1989). A partir de um estimulo em favor da coagulacéo, os fatores Xa, 1Xa e a
trombina séo formados, com a finalidade de iniciar o processo de coagulagédo. O
estimulo inicial (ativacdo) é direcionado para as plaguetas e elas vao tornar-se
ativadas pelo processo de amplificacdo. As plaquetas sdo aderidas, ativadas e
passam a acumular co-fatores ativados em suas superficies. A etapa de
propagacao ocorre pela superficie ativada dessas plaquetas, quando osco-fatores
ativados anteriormente se combinam com proteases ativas na superficie
plaguetéria. A atividade desses complexos pré-coagulantes leva a uma alta na
concentracdo de trombina, resultando na polimerizacéo de fibrina.

Existem muitos recursos que objetivam evitar uma coagulacdo improépria,
entre eles: (a) a inativacdo e a propagacdo ocorrem em diferentes superficies
celulares; e (b) os inibidores plasméaticos de proteases afetam as reacfes nas
superficies celulares inibindo proteases ativas difundidas no plasma.

16



INICIACAO _
Fibroblasto
Endotélio

—

( |
Ex FT FIX
Fva FVila Q_)
I\\“ FIXa
Fxa
Protrom

| | A | | | J

AMPLIFICACAO
FvW

—— ] ] )
FYW/EVII Trombina

\ FVilla \Fva Fxla  FXI

Plagueta
( | | [ | | )

PROPAGACAO P

—— I I )

FIX Trombina

FX Trombina
Yia FiXa Q_) Trombina
FVIlla FXa Trombina

F\Va

Plaqueta
ativada
| 1 1 | | | J

Protrombina

Figura 2. O modelo celular da coagulagcdo sanguinea. Representacdo das etapas de iniciacéo,

amplificacdo e propagacédo. Figura original.
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Etapa de Iniciacdo: A coagulacédo é iniciada pelo fator tissular (FT), que
consiste em uma proteina integral de membrana, ndo tendo relacdo estrutural com
outras proteinas da coagulagdo, mesmo estando presente na estrutura da
membrana onde esses fatores s&o sintetizados. A iniciacdo e a propagacao
ocorrem em superficies de celulares distintas, o que possibilita uma regulacdo mais

fina.

Quando ocorrem rompimentos na parede, o plasma entra em contato com o
FT que estd ligado a células extravasculares. O FVII acopla-se ao FT e é
rapidamente ativado por proteases, que podem ou ndo estar associadas ao
processo de coagulagéo (McMichael, 2012). A aproximacao do complexo FVIla/TF
a superficie ativada das plaquetas é um passo chave no inicio da coagulagéo. Tal
complexo leva a ativacédo de pequenas quantidades de FX e FIX. O FXa pode ativar
o FV plasmatico e algumas outras proteases celulares ndo envolvidas diretamente

na coagulacdo sanguinea (Hoffman and Monroe, 2001).

Etapa de Amplificacdo: A amplificacdo da coagulacédo acontece na superficie
das plaguetas(Hoffman and Monroe, 2001; Roberts et al., 2004). As plaguetas sdo
ativadas pela trombina e passam a liberar o Fator V. O complexo Fator VIII/ FvW
acopla-se aos receptores que foram expostos nas plaguetas, sendo entdo clivado
e levando a ativacdo do FVIlII e liberacdo do FvW(Federici, 2003) . Enquanto o FVIII
se mantém ligado as plaquetas, o FYW promove a adesdo plaguetaria no sub-
endotélio, simultaneamente ao processo de coagulagdo. A trombina também é
responsavel por ativar o FXI na superficie plaquetaria(Huntington, 2005), que por
sua vez ativa quantidade maior de FIX, também nas plaquetas (Gailani, 2000).
Deve ser também mencionado que uma pequena parcela de FIX j4 havia sido

ativada durante a iniciacdo do processo.

Etapa de Propagacéao e finalizagéo: Com todos os elementos ativados,
ocorre a ligacao dos cofatores Vllla e Va nas plaquetas, e em seguida, a ligagcéo
das suas enzimas correspondentes, Fator IX ativado (FIXa) e FXa. O complexo
tenase consiste em um sistema de ativacdo do FX, onde o FVllla esta acoplado
com o FIXa. O FVIIl age como um catalisador que aumenta a ativacao do FX pelo
FIXa.
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O FXa, juntamente com seu co-fator (FVa) forma o complexo protrombinase
na superficie fosfolipidica das plaquetas ativadas.Esse complexo gera trombina a
partir de protrombina(Versteeg et al., 2013). A trombina cliva os dimeros de
fibrinogénio nas extremidades terminais das cadeias a e [, liberando os fibrino
peptideos A e B que formam um mondmero de fibrina capaz de auto-associacao,
levando a formacao de um codagulo de fibrina. Ocorre a estabilizacdo do coagulo
por ativacdo do fator Xlll, na presenca de ions de calcio (Hofforand, Pettit e
Moss,2001); (Butenas and Mann, 2002).

1.2. Hemofilia e Genética

As hemofilias A e B ocorrem devido a mutacbes nos genes F8 e F9 que
codificam os fatores plasmaticos FVIII e FIX, respectivamente. Ambas as hemofilias
possuem um padréo de heranga recessivo e ligado ao cromossomo X, o que faz
com que individuos do sexo masculino manifestem a condicdo mesmo que ela ndo
seja evidenciada em sua mae bioldgica, portadora. Existem muitas mutacdes que
levam a hemofilia, sendo uma condicao (tanto hemofilia A quanto hemofilia B) que
possui uma elevada heterogeneidade alélica. A manutencdo da doenca na
populacao ocorre por mutacdes de novo ou portadoras que transmitem a condi¢ao
a sua prole. A hemofilia A tem uma prevaléncia cerca de 5 vezes maior que a
hemofilia B, afetando 1 a cada 5.000 nascimentos no sexo masculino, enquanto a
hemofilia B afeta cerca de 1 a cada 30.000. A figura F abaixo ilustra o padrao de

transmissao genética da hemofilia (A e B).
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Figura 3. Padrdo de heranca da hemofilia. O modo de heranca da hemofilia (A e B) é
recessivo ligado ao cromossomo X — onde estéo localizados os genes F8 e F9. Isso faz com que
mulheres muitas vezes sejam portadoras do gene mutado sem manifestar a doenca. Individuos
sem mutacdes nos alelos do gene F8 ou F9 hemofilia estdo representados em preto, mulheres
portadoras que possuem mutagdes em um dos alelos estdo em cinza, e homens com
manifestagdes estdo em vermelho. Em A temos o cruzamento de um homem hemofilico com uma
mulher ndo portadora, e como resultado nenhum filho/filha manifestou a condicdo, porém temos
100% das mulheres (que herdaram o X paterno mutado e um X materno sem mutagdo) como
portadoras. Na geracéo seguinte, em B, temos o cruzamento entre uma dessas filhas portadoras
com um homem ndo-hemofilico. Neste caso, a chance € de que 50% da prole possua o
cromossomo mutado, que nos filhos homens levara a condicao de hemdfilia, e nas filhas mulheres
levara a condicao de portadora. Adaptada do website da Federacdo Mundial de Hemofilia

(WFH- World Federation of Hemophilia): https://www.wfh.org/en/home.

1.2.1. Ogene F8

O gene F8, que codifica a proteina FVIII, encontra-se no braco longo do
cromossomo X (Xq28), possuindo 26 éxons, que variam em tamanho. O gene
possui 186 kilo base (kb), sendo que cerca de 95% deste total é representado por
introns (177kb) (Gitschier et al., 1984). Quanto ao tamanho dos fragmentos, 0s
éxons variam de 69 a 3106 pares de base (pb), enquanto os introns variam de 14
a 32 kb.
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O sitio de inicio da transcricdo é mapeado na regido -170, existindo um longo
fragmento 5 nao-traduzido no gene F8. O RNAmM do F8 €& composto por
aproximadamente 9.010 nucleotideos que codificam 2.351 aminoacidos que
compde um polipeptidio precursor. Esse polipeptidio torna-se uma proteina madura
com 2.332 aminodacidos apos o processamento do peptideo sinal (19 aminoacidos).
Tal proteina madura foi inicialmente isolada e purificada por Fay et al. (1982)(Fay
et al., 1982), tendo sua estrutura priméaria descrita em 1984 (Gitschier et al., 1984;
Vehar et al., 1984).

1.2.2. O Fator VIl da coagulagéao

O FVIII possui trés dominios estruturais, denominados, da extremidade
amino para carboxi-terminal, de A, B e C (Kane and Davie, 1988). Existem
espacadores flanqueando os dominios A (al, a2 e a3) 0s quais Sa0 ricos em
grupamentos de acido aspartico (Asp- D) e glutamina (Glu- E), e sdo denominadas
“‘regides acidicas” (Lenting et al., 1996). Existem também por¢des contendo
residuos de tirosina (Tyr- Y) sulfatados entre os dominios Al e A2 (residuos 337-
372 daregido acidica al), na extremidade carboxiterminal do dominio A2 (residuos
711-740 na regido a2), e entre dominio B e A3 (residuos 1649-1689 na regido a3).

Tais dominios e regifes acidicas estédo representados na Figura 3.

Existem trés dominios do tipo A (Al, A2 e A3), os quais compartilham
aproximadamente 40% de identidade entre eles e com o0s respectivos dominios A
do Fator V da coagulacdo. O mesmo ocorre para os dominios C1 e C2 do FVIII
(identidade compartilhada entre eles e aqueles do FV). Tal identidade se estende
a outras proteinas que se ligam a fosfolipidios, o que sugere funcdo de tais
dominios na interacdo com os fosfolipidios. J& o dominio B, que compreende do
aminoacido 741 a 1698 codificados pelo éxon 14 do F8, ndo possui homologia de
aminoacidos com outras proteinas, nem mesmo com o dominio B do FV, embora
ambos (FVIII e FV) tenham glicosilagdo em residuos de asparagina, serina e
treonina (Asn, Ser e Thr) em seus dominios B. O dominio B do FVIII possui 19 dos

24 potenciais sitios de Asn para glicosilacdo, funcionando como um regulador no
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processamento. Além disso, o dominio B possui sitios de clivagem para a ativacao

do FVIII e para sua secrecao (Figura 3) (Bovenschen et al., 2005).

O FVIII circula na corrente sanguinea como um heterodimero inativo,
possuindo uma cadeia pesada que compreende os dominios Alal,A2a2, e B (com
200kDa) e cadeia leve com os dominios a3A3, C1, C2 (80kDa). Quando um
individuo sofre injaria vascular, a trombina gerada no processo de inicio da
coagulacao, cliva o FVIII gerando um heterodimero de duas cadeias pesadas (Al
e A2) e uma leve. A trombina cliva o FVIII em trés residuos: primeiramente no
residuo Arg740, e entdo em Arg372 e Argl689 subsequentemente. (Eaton and
Vehar, 1986). Quando ocorre a clivagem no residuo 1689, a conformacéo do FVIII
é alterada e libera o FvW, que inibia a interac@o FVIlI-fosfolipideos, e agora FVIII
interage com as plaquetas(Pittman and Kaufman, 1988). Os dominios Al, A3-C1-
C2 estao unidos por ligacdes metalicas, e a associacdo de A2 a este dimero é

mediada por interacdes eletrostaticas e é reversivel.

A. FVIII — estrutura com seus dominios

1 336 l 373 710 1 41 1648 1 1690- 2019 2020-2172 2173-2332

Cadeia pesada 200kDa Cadeia leve 80kDa

B. Ativacao FVIll em FVIlla
Cadeia pesada 90kDa

. 7 50kDa

Aﬁ Vacs,
£30 pefy
tr Ombij,
na

\,
/
BQYEY

73kba
Heterodimero I

Heterodimero FVilla

Figura 4. O Fator VI, seus dominios e ativagao. Em A, temos a estrutura e seus
dominios. As setas apontam os sitios de clivagem em al (Arg372), a2 (Arg740), e a3 (Arg1689). Em
B temos o heterodimero do FVIII langado na circulagdo associado a um ion divalente e apoés, sua
ativacdo com a clivagem pela trombina e liberacdo do FvW. Adaptado de (Lavigne-Lissalde et al.,
20009).
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1.2.3. Ogene F9

O gene do FIX (F9) também esta localizado no braco longo do cromossomo X,
porém na banda Xq27.1 (Camerino et al., 1984). Ele foi clonado por diversos grupos
entre 1982 e 1983. O F9 possui 34kb e esta organizado em 8 éxons que codificam
os dominios proteicos do FIX (Anson et al., 1984; Chance et al., 1983).A regido
reguladora 5’ do gene nao tem a sequéncia consenso TATA Box e nem o elemento
de iniciacdo. Embora n&o haja consenso sobre o assunto, o maior sitio de inicio da
transcricdo parece ocorrer 29 nucleotideos a montante (upstream) do inicio de
traducao (Lillicrap, 1998).

Se comparado ao F8, o gene do fator IX € consideravelmente menor e
estruturalmente mais simples. O transcrito possui um comprimento de 2.802
bases(Yoshitake et al., 1985) e compreende uma pequena regido 5" ndo traduzida
(29 bases), uma fase de leitura somada ao codon de parada (1.383 bases), e uma
regido 3" ndo traduzida com 1.390 bases (Anson et al., 1984). Esta regido inclui a

sequencia de clivagem AATAAA, 15 nucleotideos a montante da cauda de poli-A.

O quadro de leitura aberta (open reading frame) codifica os dominios de Pré-
peptideo e de Pro-peptideo. O Pré- peptideo, ou sequiéncia sinal, direciona o fator
IX para a secrecao, enquanto o Pré-peptideo oferece um dominio de ligacéo para
a carboxilase dependente de vitamina K. Esta enzima carboxila residuos de acido
glutdmico no dominio GLA adjacente. O restante representa o zimogénio do FIX,
o qual entra na circulagdo sanguinea apos a remocéao do Pré-peptideo e do Pro6-
peptideo (Anson et al., 1984). Os dominios do zimogénio sao identificados de

acordo com a sua estrutura e funcéao.

1.2.4. O Fator IX da coagulacéo

O Fator IX é sintetizado nos hepatdcitos como uma proteina precursora, com
461 aminoacidos e 57 kDa, que sofre processamentos poé-traducionais, como a
remocgdo da sequéncia sinal e do pro-peptideo, que sdo clivados em reacgdes
separadas antes da secrecdo para a circulacdo. Falhas na remocédo dessas

sequéncias podem resultar em proteinas nao funcionais (Green et al., 1989).
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Na circulacao, o fator IX esta presente com uma cadeia de 415 aminoécidos e
massa molecular de 55 kDa. A concentracdo do FIX em um plasma nao deficiente
€ de aproximadamente 5ug/mL. Na circulagdo, a proteina madura (zimogénio da
serino-protease), tem sua ativacéo proteolitica via complexo FVIla/FT ou Fator Xl
ativado (FXla) de acordo com o modelo celular da coagulacdo sanguinea,

resultando na sua forma ativa (FIXa) (Schmidt and Bajaj, 2003).

Uma representagéo esquemética da relagdo gene — proteina é apresentada na
Figura 5. O primeiro éxon do F9 codifica uma sequéncia sinal (pré-peptideo) que
leva a liberacéo do FIX do hepatécito (Bowen, 2002). O pré-peptideo direciona a
proteina do reticulo endoplasmatico para o complexo de Golgi. Esse peptideo sinal,
quando traduzido, leva a ligacdo do ribossomo com a superficie do reticulo
endoplasmatico, onde a traducéo é continuada apds a clivagem deste pré-peptideo
por uma peptidase sinal, uma enzima conhecida como PACE/furina (paired basic
amino acid cleaving enzyme) que comanda a retomada da traducao e producéo de

uma proteina totalmente funcional (Bristol et al., 1996).

O éxon 2 codifica toda a sequiéncia do pro-peptideo e a maior por¢cdo do dominio
GLA (Vitamin K-dependentcarboxylation/gamma-carboxiglutamic). O pré-peptideo
juntamente com o dominio GLA, forma o sitio de reconhecimento da y carboxilase,
uma enzima dependente de vitamina K, responsavel pela modificacdo pos-
traducional dos 12 primeiros residuos de acido glutamico (Glu) do dominio GLA no
peptideo maduro. Essa carboxilagdo converte o acido glutdmico em &cido y
carboxiglutamico, que é necessario para a interacao do fator IX com fosfolipideos
e células endoteliais (Bentley et al., 1986; Chavali et al., 2011).

Apds a y carboxilagdo dos residuos, que acontece antes da secrecéo do FIX,
ocorre a separacdo do pré-peptideo com relacdo ao FIX maduro, por meio de
clivagem realizada por uma peptidase especifica.

O dominio GLA liga-se a superficie das plaquetas por meio do Ca 2, iniciando
a ativagdo (Green et al., 1989). Ele compreende uma sequéncia da tirosina (Tyr) 47
ao &cido glutamico (Glu) 92 e sua principal fung&o € ancorar e concentrar o fator da
coagulacdo na membrana ativada via pontes de Ca?*(Z6gg and Brandstetter, 2009).

O éxon 3 codifica a parte final do dominio GLA (Harlos et al., 1987).
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Figura 5. Fases do FIX: do gene a ativacdo. Representacdo das etapas de transcri¢do, traducao

Ligaciao do FVII Reconhecimento,
recrutamento
e ativacio do FX

Remogio do
Peptideo de ativagiio

e modificacdes pos-traducionais que o FIX sofre até tornar-se ativado. Figura original.

O guarto e o quinto éxons codificam os dominios EGF (epidermal growth factor—
fator de crescimento epidérmico). Existem dois dominios EGF que juntos abrangem
do aminoacido 93, um 4cido aspartico, ao residuo na posi¢do 191, uma arginina. A
regido amino-terminal dos dominios EGF liga-se ao Ca*?, criando uma interface que
permite interagcbes de ligacdo (Handford et al., 1990). A capacidade de
incorporacao do FIX ao complexo tenase (FVllla/ FIXa) e sua ligacdo ao FVllla e
FX sédo determinadas nestes dominios EGF (Chavali et al., 2011; Venkateswarlu,
2014).

O dominio EGF do tipo B (EGF1) contém inumeros residuos de aminoacidos,
incluindoAsp93, Asp 95, Asp 110e GIn96, que estdo envolvidos na ligacédo de alta
afinidade com o calcio. O residuo Asp110 sofre uma modificacdo pos-traducional
por B-hidroxilacdo do &cido aspértico (Handford et al., 1990; Stenflo et al., 1987)

enguanto os aminoacidos Ser 99 e Ser 107 sofrem glicosilagdo. Ja o dominio EGF
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do tipo A (o segundo deles), consiste em uma regido que possui afinidade para
interagir com o FVllla (fator VIII ativado), que funciona como co-fator do FIX. Além
disso, este dominio contribui com a ligacdo do FIX as plaquetas (Chavali et al.,
2011).

O peptideo de ativacdo e uma parte N-terminal do dominio serino-protease sao
codificados pelo sexto éxon. Essa regido leva ao reconhecimento e recrutamento
do complexo FVIla/FT ou FXI que determinam a clivagem do peptideo de ativagéao.
O peptideo clivado possui aproximadamente 35 residuos de aminoacidos, da
alanina 192 até a arginina 226, que sdo removidos na ativacdo do zimogénio

daserino-protease (Green et al., 1989).

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

fica preservado de ativacfes e clivagens antecipadas e torna-se solavel.

A ativacdo proteolitica ocorre pela clivagem em duas regides (Arg!®l- Alal®? e
Arg?28- Val??’), correspondentes as margens do peptideo de ativacdo que abrange
do residuo na posicao 192 até a posicdo 226. Com a remocédo do peptideo de
ativacao, o FIXa forma duas cadeias unidas por uma ponte dissulfeto(Schmidt and
Bajaj, 2003): uma cadeia leve que abrange do residuo 47 ao 191, e uma cadeia
pesada que vai do residuo 227 ao 461. A ponte dissulfeto que liga a cadeia leve a
cadeia pesada situa-se entre o residuo 178 do dominio EGF2 e 335 do dominio

serino-protease.

Os éxons 7 e 8 codificam o dominio serino-protease, que abriga uma triade: His
267, Asp3l5, Serd4ll, altamente conservada em todas as serino-proteases
(Lillicrap, 1998; Mahajan et al., 2004). Outros residuos neste dominio devem
contribuir como sitios de ligacdo do FIX com o FX e com o seu co-fator, o
FVilla(Green et al., 1989). Esse dominio esta envolvido na clivagem proteolitica do
FX em FXa. Essas regides que estdo envolvidas como substrato ou parte
enzimatica da catélise do FIX sdo as que possuem altas taxas de mutacles
detrimentais (Chavali et al., 2011).

26



ApoOs as modificagcbes pos-traducionais(Arruda et al., 2001) (Figura 6) e
ativacao, o FIX apresenta quatro dominios, bem como outras proteinas da cascata
da coagulacao que sédo dependentes de vitamina K, como o FX (Orlova et al., 2012).
Na cadeia leve estdo presentes o dominio Gla, EGF1 e EGF2 (fator de crescimento
epidérmico 1 e 2), enquanto que na cadeia pesada esta presente o dominio serino-
protease (Schmidt and Bajaj, 2003).

00 1 Uil
S|PllGla|lEGFEGE2|| P A

= D

{L pontos de clivagen @) gama-carboxilagdo {J fosforilacdo

Protease

T O-glicosilagdo + beta hidroxilacido

? N-glicosilagao A sulfatacao

Figura 6. Modificac8es poés-traducionais do fator IX. Representacdo esquematica da estrutura
proteica do FIX, com suas modificacdes pos -traducionais. Os dominios estdo esquematicamente
representados como S-> Peptideo sinal ou Pré-peptideo; P> Pré-peptideo; Gla-> dominioGla;
EGF1-> fator de crescimento epidérmico; EGF2->fator de crescimento epidérmico 2; PA-> Peptideo

de ativacéo; Protease-> dominio serino-protease. Figura original.

A Figura 7 mostra um modelo da estrutura tridimensional do FIX ativado, com
os dominios GLA, EGF1, EGF2 e Serino-protease (Catalitico).
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Figura 7. A estrutura do eixo principal do FIX ativado. Representa¢édo dos dominios GLA, EGF1,
EGF2 e Serino-protease, presentes no FIX ativado, ap6s a clivagem do peptideo de ativacdo. A
imagem mostra regiées de alfa hélice (vermelho), folhas beta (azul escuro), filamentos(verde), voltas
(azul claro). Em cinza, estd a triade catalitica His267-Asp315-Ser411. Adaptado de (Rallapalli et
al., 2013)).

1.2.5. Espectro mutacional das hemofilias A e B

Conforme observado anteriormente, os genes F8 e F9 possuem tamanhos
bastante distintos (F8 tem cerca de 186 kb enquanto F9 tem cerca de 34 kb). Essa
variagdo também se estende a ocorréncia das hemofilias: enquanto a hemofilia A
€ mais prevalente, ocorrendo em cerca de 1 a cada 5000 nascimentos no sexo
masculino, a hemofilia B tem uma frequéncia cerca de cinco vezes menor. Levando
em conta os aspectos mutacionais, ambas possuem elevada heterogeneidade
alélica com diferentes mutagdes levando as condi¢des. O perfil mutacional de cada

uma esta descrito a seguir.

De acordo com o banco de dados “European Association for Hemophilia and

Allied Disorders- F8 gene” existem cerca de 3.052 variantes unicas observadas no
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gene F8 (McVey et al., 2020). Cabe ressaltar que as inversfes presentes no F8 e
que correspondem a cerca de 50% dos casos graves, ndo estdo descritas no
banco. Das 3.052 variantes descritas, 2.019 s&o mutag¢des de ponto (66,2%), 715
sao delecdes (23,4%), 182 séo duplicagcbes (6%), o restante s&o indels,
polimorfismos, insercfes. Quando a distribuicdo destas mutacdes nos dominios,
existe uma prevaléncia nos dominios Al, A2 e A3, que abrigam respectivamente,
577, 542 e 499 variantes (0 que corresponde a 21,9%, 20,6% e 18,9%). Os
dominios B, C1 e C2 possuem 488, 232 e 241 variantes Unicas reportadas, o
equivalente a 18,5%, 8,8% e 9,1%. Ja os dominios de Peptideo Sinal, al, a2 e a3

abrigam menos de 1% das variantes cada (Figura 8).

Tipos de mutag¢oes na Hemofilia A

715; 23%

HPonto M Delecio M Indel Polimorfismo M Duplicagdo M Inser¢do

Figura 8. Grafico mostrando os tipos de mutacdes e a respectiva prevaléncia na Hemofilia A.

Ja para a hemofilia B, o mesmo banco (acessivel através do link: https://f9-
db.eahad.org/advance _search_results.php) possui 1244 diferentes variantes

reportadas. Destas, 895 sdo mutagBes de ponto, 213 sdo delecdes, 51 sao
polimorfismos, 48 sdo duplicacdes, 18 séo indels, 14 sdo insercbes, e 5 séo
mutacOes complexas, o que equivale a 71,9%, 17,1%, 4,1%, 3,9%, 1,4%, 1,1%, e
0,4%, respectivamente. Analisando os dominios, aquele que mais carrega
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mutacbes é o de Serino Protease/ Catalitico (56,9%) — Figura 9. Porém,
proporcionalmente, considerando o numero de aminoacidos que compde cada
dominio, ndo h& diferenga significativa para ocorréncia de mutacdes entre os

dominios (Rallapalli et al., 2013).

DOMINIOS DO FATOR IX E VARIANTES
REPORTADAS

s Catalitico = Peptideo Sinal = Pro-peptideo = GLA = EGF1 = EGF2 = Peptideo de Ativagdo = Linker

-\
AN
122:12% / 97975748
7
34%
7,

Figura 9. Variantes na Hemofilia B e sua distribuicdo nos dominios do Fator IX.

Cabe ressaltar que entre o tipo de variantes de maior ocorréncia nas
hemofilias A e B (variantes de ponto), temos grande participacdo de mutacdes de
sentido trocado (missense): 1451 na hemofilia A e 670 na hemofilia B. E que estas
consistem em um grande desafio na avaliacdo e entendimento de seu impacto, uma
vez que ndo tem um efeito linear, como uma dele¢cdo ou mesmo uma mutacao sem
sentido, e seu impacto depende dos aminoacidos envolvidos na substituicdo e

como suas propriedades diferem em relagéo ao tipo selvagem.

1.3. Tratamentos

A hemofilia requer um bom diagndstico e cuidados de profissionais
multidisciplinares, o que permite que individuos portadores da condi¢cdo tenham
uma melhor qualidade de vida. Esses cuidados envolvem, por exemplo: a

prevencao de hemorragias através da profilaxia primaria, prevenindo danos nas
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articulacées; o manejo rapido em casos de episédios hemorragicos e fisioterapia
de reabilitacdo ap0s estes episédios; manejo de complicacdes
musculoesqueléticas e do desenvolvimento de inibidores; e principalmente, a
educacéo de individuos e familias que convivem com a hemofilia em termos de
tratamento e autocuidado (Fischer et al., 2013). Atualmente, o tratamento mais
comumente empregado € a profilaxia primaria, que permite que os niveis do fator
se mantenham altos devido a sua manutencao no dia a dia do paciente. Assim, a
prévia reposicao do fator deficiente por via intravenosa impede sangramentos em
casos de acidentes, por isso é tdo importante que os pacientes e suas familias
conhecam sobre a hemofilia, pois eles participam ativamente da profilaxia primaria
(Colvin et al., 2008; Dunkley et al., 2018; Evatt and Robillard, 2000)

1.3.1. Desenvolvimento de Inibidores

Apesar dos avancos no tratamento, existem barreiras para o0 manejo clinico
da doenca. Além das questdes habituais, como falta de adesdo, existe uma
complicacdo mor: o desenvolvimento de anticorpos ao tratamento. Por vezes
pacientes que recebem a infuséo intravenosa do Fator VIII ou Fator IX desenvolvem
anticorpos a estes. Este fato leva a complicacbes que diminuem a qualidade de
vida dos pacientes e aumentam significativamente a morbidade. Neste contexto, os
anticorpos que neutralizam as atividades dos fatores VIII e IX sdo também
denominados de inibidores anti-FVIII e anti-FIX, respectivamente. Cerca de 30%
dos individuos em tratamento de reposicao de fator, portadores de hemofilia A em
sua forma grave, desenvolvem inibidores, enquanto para hemofilia B essa

porcentagem é reduzida a 5% (Tieu et al., 2020).

Esta barreira imposta ao tratamento € relacionada a gravidade da doenca:
Pesquisas mostram que na hemofilia A, 20-35% dos pacientes graves e 3-13% dos
leves/moderados desenvolvem inibidores (Hay, 1998). Diferentes drogas e
tratamentos ja foram testados em modelos experimentais e animais neste contexto,
porém existem poucas alternativas ao desenvolvimento de inibidores, além disso
eles apresentam uma efetividade variada e sdo financeiramente limitantes (Gomez

et al., 2014). Muitos fatores séo considerados como fatores de risco no
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desenvolvimento de inibidores, como a mutac&o do paciente nos genes dos fatores
de coagulacdo, o tipo de reposicdo, e o alotipo HLA do paciente, além de
polimorfismos em outros genes (necrosis factor, interleukin-10, ou CTLA-4)
(Astermark et al., 2006; Zhang et al., 2011). A mutacao do paciente se relaciona
com o risco de inibidores de uma maneira mais evidente: a presenca ou auséncia

do antigeno do fator.

Mutacdes descritas com desenvolvimento de inibidores para hemofilia A:

Mediante o exposto acima, 557 diferentes variantes estdo relacionadas ao
desenvolvimento de inibidores na hemofilia A (considerando dados do banco
EAHAD). Destas, apenas 159 sdo mutacdes de sentido trocado. Por outro lado,
considerando o banco de dados CHAMP — “CDC Hemophilia Mutation Project”,

temos 95 mutacdes de sentido trocado que levam a formacéo de anti-FVIII.

Aquelas variantes de sentido trocado que ocorrem em ambos os bancos de
dados analisados (CHAMP e EAHAD) e que séo relacionadas ao desenvolvimento

de inibidores anti-FVIII estdo especificadas na tabela a seguir (Tabela 1).

Tabela 1. Variantes de sentido trocado relacionadas ao

desenvolvimento de inibidores anti-FVIlI

HGVS cDNA HGVS Protein Exon Domain Reported_Severity
€.206T>C p.Leu69Pro 2 Al Severe

€.266G>C p.Gly89Ala 3 Al Severe

€.289G>C p.Ala97Pro 3 Al Severe

€.362G>C p.Glyl21Ala 3 Al Severe

c.396A>C p.Glu132Asp 4 Al Mild/Severe
c.517C>T p.Leul73Phe 4 Al Mild

c.545A>T p.Aspl182Val 4 Al Moderate
C.650T>A p.Leu217His 5 Al Moderate
C.667G>A p.Glu223Lys 5 Al Severe

c.883T>C p.Phe295Leu 7 Al Severe

€.886C>T p.Leu296Phe 7 Al Severe

€.986G>A p.Cys329Tyr 7 Al Severe
c.1207C>G p.His403Asp 8 A2 Severe

€.1234T>C p.Trp412Arg 8 A2 Severe
€.1316G>T p.Gly439Vval 9 A2 Moderate/Severe
€.1409C>G p.Pro470Arg 9 A2 Mild

C.1466G>A p.Ser489Asn 10 A2 Moderate
€.1492G>A p.Gly498Arg 10 A2 Mild/Moderate/Severe
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c.1537G>A p.Gly513Ser 10 A2 Moderate
€.1648C>T p.Arg550Cys 11 A2 Mild
€.1660A>G p.Ser554Gly 11 A2 Mild
€.1834C>T p.Arg612Cys 12 A2 Mild/Moderate
c.1910A>G p.Asn637Ser 13 A2 Mild/Severe
€.2044G>T p.Val682Phe 13 A2 Mild/Moderate
c.2107A>G p.Asn703Asp 13 A2 Severe
€.2113G>C p.Gly705Arg 13 A2 Severe
€.2159G>A p.Gly720Asp 14 A2 Moderate/Severe
€.2159G>C p.Gly720Ala 14 A2 Severe
€.2179G>T p.Val727Phe 14 A2 Severe
€.2248C>G p.Leu750Val 14 a2 Moderate
c.3196C>T p.His1066Tyr 14 B Severe
c.5177G>C p.Trpl726Ser 14 A3 Severe
c.5178G>C p.Trpl726Cys 14 A3 Severe
c.5182T>C p.Tyr1728His 14 A3 Severe
c.5251A>G p.Lys1751Glu 15 A3 Severe
€.5336G>A p.Glyl779GIlu 15 A3 Severe
€.5339C>A p.Prol780GIn 15 A3 Mild/Moderate
c.5375T>C p.Vall792Ala 16 A3 Mild/Moderate
€.5392G>C p.Alal798Pro 16 A3 Severe
c.5414A>C p.Tyr1805Ser 16 A3 Mild
¢c.5540A>G p.Aspl847Gly 16 A3 Severe
c.5606G>A p.Glyl869Asp 17 A3 Severe
c.5821A>G p.Asn1941Asp 18 A3 Moderate/Severe
c.5825G>A p.Gly1942Asp 18 A3 Severe
c.5881T>C p.Trp1961Arg 18 A3 Severe
€.5999G>C p.Gly2000Ala 19 A3 Severe
€.6047G>C p.Arg2016Pro 19 A3 Severe
€.6053A>G p.Glu2018Gly 19 A3 Severe
€.6055T>C p.Cys2019Arg 19 A3 Severe
€.6082G>A p.Gly2028Arg 19 A3 Mild/Moderate
€.6104T>C p.Val2035Ala 19 A3 Mild/Severe
€.6140C>G p.Ala2047Gly 20 C1 Severe
€.6172G>C p.Ala2058Pro 20 C1 Moderate/Severe
€.6243G>C p.Trp2081Cys 21 Ci1 Severe
€.6314C>A p.Thr2105Asn 22 C1 Moderate
€.6344T7>C p.Leu2115Pro 22 C1 Mild
C.6362T>A p.lle2121Asn 22 C1 Mild
C.6371A>G p.Tyr2124Cys 22 C1 Mild/Moderate/Severe
€.6506G>A p.Arg2169His 23 C1 Mild/Moderate
€.6512A>G p.His2171Arg 23 C1 Moderate
€.6545G>A p.Arg2182His 23 C1l Mild/Moderate
€.6600G>T p.Glu2200Asp 24 Cc2 Mild
€.6683G>A p.Arg2228GIin 24 C2 Mild/Severe
C.6689A>C p.His2230Pro 24 Cc2 Severe
€.6709G>A p.Ala2237Thr 24 C2 Mild
C.6744G>T p.Trp2248Cys 25 Cc2 Mild/Moderate
€.6746T>G p.Leu2249Arg 25 Cc2 Severe
€.6752T>C p.Val2251Ala 25 C2 Mild
C.6835T>A p.Phe2279lle 25 Cc2 Mild/Moderate
€.6836T>G p.Phe2279Cys 25 Cc2 Severe
C.6915T>G p.Asn2305Lys 26 Cc2 Moderate

A tabela mostra a alteracdo a nivel de DNA e de proteina, com a nomenclatura HGVS. Mostra

também o éxon, dominio e gravidade da hemofilia A relacionados a mutacéo.
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MutacOes descritas com desenvolvimento de inibidores para hemofilia B:

Conforme verificado anteriormente, segundo o banco de dados do FIX
(EAHAD), existem 1244 diferentes mutacdes que ocorrem na hemofilia B. Destas,
39 estédo reportadas em individuos que desenvolveram inibidores. J& no banco de
dados do CDC para HB (CHBMP), temos 1133 diferentes variantes reportadas, e
apenas 24 delas levam ao desenvolvimento de inibidores. A maioria destas sao
grandes delecdes, indels, e mutacdes que levam a proteina truncada (stop codon),
apenas a minoria das mutacdes em pacientes com anti-FIX sdo de sentido trocado
(missense). Considerando os dois bancos de dados citados, apenas 6 mutagdes
de sentido trocado levam a esta caracteristica: p. Leu23Pro (reportada no EAHAD),
p. Arg43Leu (EAHAD), p. GIn237Lys (ambos), p. Thr342Lys (EAHAD), p.
Pro375Leu (EAHAD), e p. Ser411Gly (CHBMP).

1.3.2. Terapia genica e hemofilia B

Recentemente um novo tipo de terapia vem ganhando notoriedade na hemofilia
B. Devido ao pequeno tamanho do gene F9 (34kb) ele é faciimente transfectado
em um vetor viral, se tornando alvo de muitos estudos envolvendo terapia génica
para a hemofilia B. De maneira geral, o uso de um vetor virus adeno-associado
(AAV — adeno associated vector) melhorou a expresséo da proteina FIX em estudos

in vitro e in vivo.

1.4. Bioinforméatica estrutural

A bioinformatica torna-se um campo multidisciplinar na medida em que
compreende a ideia do uso de ferramentas computacionais para o estudo de
problemas e/ou situacdes biologicos sob diferentes pontos de vista e aspectos,
trazendo o envolvimento de biologia celular e molecular, bioquimica, fisica e
computagdo (Xu et al., 2015). Do ponto de vista da Genética, os aspectos que
podem ser avaliados vdo desde similaridades entre sequencias (bioinformatica
classica) até possibilidades de atracamento molecular (envolvendo bioinformatica

estrutural).
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Apesar da proteina ser codificada pelo genoma, suas analises (de sequencias
e estrutural) ndo sdo redundantes. O enovelamento de proteinas, por exemplo,
depende tanto da sua sequéncia como de outros aspectos (ambiente celular,
modificacdes pds traducionais, etc). Ambas as andlises (tradicionais e estruturais)
pode trazer informacfes complementares e inferéncias: a exemplo de regides de
alcas que sdo mais flexiveis na dindmica da proteina e tendem a ser menos
conservadas evolutivamente, tendo maior acimulo de mutagdes, o que pode ser
verificado a partir da analise de sequéncias (Chen and Pettitt, 2016; Khatri and
Draghici, 2005).

A bioinformatica estrutural trabalha com a andlise e a predicao de estruturas 3D,
usando proteinas (ou outra macromolécula) que j& foram resolvidas
experimentalmente (por meio de cristalografia, RMN, Raio-X) ou criando modelos
computacionais de estruturas. Sendo assim, ela € descrita como uma abordagem
que contribui para decifrar a informacao biol6gica e seu significado por tras da
estrutura proteica e permite comparacbes entre estruturas tridimensionais
(Chandra et al., 2010). Sabemos que estruturas tendem a ser mais conservadas
gue sequencias, sendo importantes para realizar associacdes funcionais, e

inferéncias de mecanismos bioldgicos.
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Figura 10. Resumo das informacdes que podem ser obtidas da estrutura tridimensional,

relacionando com a func¢éo biolégica. Figura de Thornton, 2000.

35



Dito isso, a modelagem molecular € definida, segundo a IUPAC, como a
‘investigacao de estruturas e propriedades moleculares através da quimica
computacional e técnicas de visualizacdo grafica, que visam fornecer uma
representacado tridimensional sobre um dado conjunto de circunstancias”. A
investigacdo de alteracbes nas propriedades de uma proteina a partir de
modelagem molecular vem sendo amplamente aplicada em distintos niveis.
(Ferreira et al., 2019; Svensson et al., 2016; Theocharopoulou and Vlamos, 2020).
A estrutura mostra a organizagdo proteica em trés dimensdes, permitindo que
analisemos quais residuos estédo escondidos (buried) no core da proteina, e quais
estdo expostos na superficie proteica, sendo acessiveis ao solvente. Do ponto de
vista das implica¢des funcionais de mutacfes, a analise a partir de comparacdes
entre estruturas tridimensionais permite que tenhamos uma melhor avaliacdo de
alteracdes em propriedades, 0 que € extremamente relevante se considerarmos

alteracdes de sentido trocado.

1.5. Objetivo Geral

Estabelecer uma abordagem de andlise computacional para avaliagcdo de
alteracBes nas propriedades fisico-quimicas das proteinas causadas por variantes
de sentido trocado (missense) ocorrendo nos genes da hemofilia A e B (F8 e F9,
respectivamente), para um melhor entendimento do efeito destas na determinacao

das desordens.

1.5.1. Objetivo especifico 1

Determinar quais os aspectos fisico-quimicos do Fator 1X sdo modificados por
mutacdes de sentido trocado, relacionando essas modificagdes com o desfecho da
Hemofilia B e investigando como essas caracteristicas determinam o espectro da

condigéo e sua gravidade.
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1.5.2. Objetivo especifico 2

Avaliar como as propriedades afetam a fun¢do do Fator VIII, contribuindo para
a relacdo gendtipo-fendtipo. Nesse sentido, como as diferentes mutagdes nos
residuos estdo alterando os aspectos avaliados e quais os efeitos no fenotipo.
Quais sdo as caracteristicas fisico-quimicas principais considerando o impacto

funcional e os diferentes dominios do FVIII.

1.5.3. Objetivo especifico 3

Investigar aspectos principais de modificacfes a nivel da proteina Fator IX que
podem contribuir com uma elevada funcionalidade, considerando que variantes
hiperativas j& foram descritas para o gene do F9. Assim, também buscamos
encontrar potenciais novas variantes hiperativas que poderiam contribuir para

opcOes terapéuticas.

1.5.4. Objetivo especifico 4

Como tais propriedades sdo alteradas com relacéo a polimorfismos de sentido
trocado em comparacdo aquelas alteracdes em mutacdes causativas da hemofilia
A (gene F8) e qual o impacto dessas alteragbes quando ambos (polimorfismos e
mutacdes de perda de funcao) tipos de modificacdes ocorrem juntos.
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CAPITULO VI- CONSIDERACOES FINAIS

Existem cerca de 22.916 estudos reportados quando buscamos o termo
“Hemofilia A” no PubMed e 5.181 envolvendo “Hemophilia B”. Quando
adicionamos “missense” aos termos de busca, os nimeros caem para 341 e 119,
respectivamente. A intengao ao adicionar a palavra “missense” foi capturar artigos
que buscassem interpretar ou relacionar o genétipo com o fenétipo em mutacdes
de sentido trocado, considerando a dificuldade de se estabelecer as bases
patogénicas desse tipo mutacional. Muitos dos artigos encontrados séo case

reports descrevendo mutacdes novas (Ershov et al., 2018; Qiao et al., 2014).

Ferramentas de bioinformatica vém sendo cada vez mais empregadas nas
analises de variantes, contribuindo para gerar e interpretar resultados com maior
qualidade. Neste sentido, aquelas que envolvem a bioinforméatica estrutural séo
grandes aliadas nas andlises de propriedades das proteinas, e tal anélise pode
ser estendida para avaliar alteracfes geradas pelas mutacdes de sentido trocado.
No presente momento, quando consideramos ainda o termo “in silico” junto a
“missense” e “hemophilia”, verificamos uma queda drastica, e apenas 23 artigos
sao apontados no PubMed. E, se tentarmos capturar aqueles artigos que usam
abordagens envolvendo estrutura tridimensional, modelagem, através da adicédo
do termo “modeling” na busca, nosso resultado € de apenas 3 trabalhos (Hart,
2020; Meireles et al., 2019; Meléndez-Aranda et al., 2019). Entre eles um de
Nosso grupo. Isso demonstra a auséncia de publicagdes envolvendo esse tipo de
abordagem dentro da hemofilia.

No presente estudo, utilizamos o conhecimento técnico-cientifico sobre
Genética, Biologia Molecular - e especificamente sobre as coagulopatias em
guestao, as Hemofilias A e B - e o0 aplicamos para desenvolver uma nova
abordagem computacional para a avaliagdo de mutagdes de sentido trocado.
Conseguimos reconhecer e verificar o impacto de propriedades fisico-quimicas na
gravidade e na determinacdo da doenca. Fizemos uma ampla avaliacéo e
obtivemos resultados que néo estavam previamente disponiveis na literatura e

gue podem ter ampla aplicabilidade.
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As modificacbes em importantes atributos das proteinas, geradas por
mutacdes de sentido trocado, foram extensivamente investigadas dentro das
hemofilias e contribuem para estabelecimento de relacédo causal entre o genétipo
e fendtipo, e para a predicdo do impacto que pode ser gerado a partir de
mutacdes de novo. No presente escopo, 0 estudo tras ricas informacdes sobre
como se da essa interferéncia e variagcado do impacto conforme a proteina em

estudo e o dominio proteico especifico.

O estudo envolveu a avaliacdo de desordens genéticas atraves de
ferramentas computacionais e agregando conhecimentos de bioquimica e
biofisica. A investigacao foi pautada em modelos tridimensionais de proteinas e
nos possibilitou analisar alteracdes nas seguintes propriedades: potencial
eletrostatico, hidrofobicidade, area de acessibilidade/ exposicdo ao solvente,
ruptura de ligacdes de hidrogénio e dissulfeto. Cabe ressaltar que tais
propriedades foram avaliadas conforme a superficie proteica, ndo havendo
apenas um valor pré-estabelecido para cada substituicdo especifica conforme os
aminoéacidos envolvidos (com excecdo da hidrofobicidade). Com isso, foi possivel
entender o impacto global que modificacdes de aminoacidos geram, e verificar o
efeito de variantes prévias reportadas pelo grupo de pesquisa e por bancos de
dados. O trabalho ndo se restringe a abordar variantes patogénicas, ele foi
ampliado e incorporou variantes benignas (polimorficas) e com ganho de fungéo
(hiperativas) presentes nos genes F8 e F9. Isso permitiu consolidar ainda mais o

conhecimento sobre o impacto e diferencgas entre esses tipos de variantes.

Acima de tudo, € destacado a importancia do conhecimento sobre a funcéo
das proteinas em questdo e suas interacdes, que foram elementos determinantes
na interpretacéo dos resultados. O estudo foi baseado nos fatores de coagulacéo
FVIII e FIX, codificados pelos respectivos genes F8 e F9, que quando mutados
podem acarretar hemofilia A e B. Apesar de tais genes/proteinas terem sido
usados como modelos, a aplicabilidade do método néo se restringe a hemofilia.
Como perspectivas, acreditamos que 0s proximos passos do trabalho sejam
inserir novos dados na ferramenta sobre locais especificos das proteinas onde
pequenas alteracdes fisico-quimicas levem a grandes efeitos, para que

consigamos distinguir o impacto de mutac¢des ocorrendo nestes locais daqueles
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gerados por variantes nao-patogénicas. Em seguida, planejamos a automatizacao
do método para cada uma das hemofilias, levando em consideracao as
particularidades proteicas (interacdes, regides determinantes). E posteriormente
ampliar o seu uso para outras desordens Mendelianas que possuem
heterogeneidade alélica, considerando as caracteristicas de cada proteina de

maneira especifica.

A aplicacao e desenvolvimento de novas metodologias computacionais em
analises genéticas pode contribuir com o campo, facilitando o acesso a
informacdes ndo disponiveis até entdo e que podem colaborar na interpretacéo de
variantes e suas consequéncias clinicas. Esse tipo de estudo pode reduzir futuros
custos e dar artificios para novas abordagens em diversos campos. No campo da
genética, considerando a investigacdo de variantes e a urgéncia com que alguns
resultados devem ser elucidados, quanto mais completas, especificas e curadas
forem as analises, mais rapido teremos um melhor diagndstico com uma menor

taxa de erros, portanto toda informacao nova € de grande estima.
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