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A Hemofilia B € uma doenca hemorragica causada pela
reducao da atividade do Fator IX (FIX), devido a
mutacdes no gene F9, que codifica esta proteina. O
padrao de heranca é recessivo ligado ao X e existe
grande heterogeneidade clinica nessa patologia,
devido, entre outros fatores, a enorme variedade de
mutacOes descritas. O gene F9 estd localizado no
cromossomo Xg27.1, sendo composto por 8 exons.

Os pacientes afetados podem ser classificados em trés
grupos (graves, moderados e leves) de acordo com as
caracteristicas clinicas apresentadas e a quantidade de
FIX produzida. Sao considerados casos (graves
aqueles em que a atividade do FIX é <1%, moderados
guando apresentam atividade entre 1 e 5%, e leves
gquando a atividade do FIX esta entre 5 e 40%. O
tratamento €& realizado pela reposicdo de FIX,
purificado de plasma ou obtido por técnicas de DNA

recombinante.

O presente trabalho esta integrado a um projeto que
visa a deteccao de mutacOoes em pacientes com
hemofilia B, no Rio Grande do Sul. Neste estudo foi
analisada a regido do éxon 8 do gene F9 em 36

pacientes.

No estudo foram incluidos 36 pacientes masculinos
sem parentesco. O DNA destes pacientes foi extraido
de leucdcitos do sangue periféerico atraves de método
nao enzimatico descrito por Lahiri & Nurnberger
(1991). O fragmento relativo ao éxon 8 foi amplificado
por PCR em cada um dos pacientes, sendo o éxito do

procedimento confirmado por eletroforese em gel de

agarose a 1% corado com brometo de etideo.
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Os amplicons foram purificados atraves da incubacao
com enzimas (Exonuclease | e Shrimp Alkaline
Phosphatase) e foram encaminhados a uma empresa
para o sequenciamento (Macrogen, Coreéia do Sul). O
programa CodonCode Aligner foi utllizado para
Importar as sequéncias e fazer o alinhamento com
sequéncias referéncia do F9 do banco de dados NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). E o programa MEGA 5

foi utiizado para verificar efeitos das mutacdes em

trocas de aminoacidos da proteina FIX.

Até o momento, foram detectadas nove mutacoes na
regiao do éxon 8, entre elas, oito sdo mutacbes de
ponto: seis delas sao de sentido trocado (Hys302Arg,
Thr342Met, Gly413Arg, Gly432Vval, Gly432Ala,
1e390Thr) e duas sao mutacoes sem sentido
(Arg298*, Arg384*). Foi encontrada também uma
delecao que leva a mudanca de fase de leitura
(Arg358Serfs*15). As mutacoes Hys302Arg e
Thr342Met ocorreram em paciente com a forma
moderada da doenca e as demais em pacientes com a
forma grave. Todas as mutacfes ja estavam descritas
no banco de dados da hemofilia B.

Os estudos prosseguem, visando uma descricao
completa das mutacoes presentes em pacientes da

nossa populacao.
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