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RESUMO

A hemofilia A (HA) é um distarbio hemorragico causado pela deficiéncia do fator VIII
da coagulagcéo (FVIII), resultante de alteracbes no gene F8 que codifica essa
proteina. Varios tipos de mutacdes ja foram descritas no gene F8 como causadoras
de HA. Devido a grande heterogeneidade clinica da doenca e a variedade de
mutacOes encontradas, estudos para o melhor entendimento acerca da estrutura e
funcdo do FVIII se tornam essenciais.

Este trabalho tem como objetivo analisar e correlacionar diferencas estruturais e
funcionais em mutacdes de sentido trocado previamente identificadas em pacientes
com hemofilia A no Rio Grande do Sul, estabelecendo a relagdo gendtipo-fendtipo
para cada caso.

Foram analisadas 12 mutacdes de sentido trocado localizadas na cadeia leve do
FVIII, identificadas em estudos anteriores. Com o intuito de avaliar a patogenicidade
das substituicbes, foram verificados bancos mundiais de variantes (1000 genome
browser e UCSC genome browser) e realizadas predicbes de dano em cinco
algoritmos: PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2), Mutation Taster,
PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer), SIFT (Sorting Intolerant to Tolerant) e
HOPE (Have yOur Protein Explained). Modelos estruturais para a sequéncia
selvagem e para cada uma das mutacdes estudadas foram gerados no programa
Phyre-2 (Expert Mode—one to one Threading), através de modelagem por homologia
baseada na estrutura 4BDV obtida no PDB (Protein Data Bank). O potencial
eletrostatico (PE) foi calculado para cada uma das estruturas com a ferramenta
DelPhi Web Server. O programa webPIPSA (Protein Interaction Property Similarity
Analysis) foi utilizado para realizar a clusterizacdo das estruturas a partir de suas
similaridades eletrostaticas. As informacfes obtidas do PIPSA foram comparadas
com os dados de potencial eletrostatico gerados para cada mutacdo na ferramenta
Delphi, através de uma analise visual com a implementacéo da interface Chimera.
Neste estudo, foi possivel identificar alteracdes eletrostaticas na superficie de nove
das doze mutacBes (75%) de sentido trocado analisadas. A substituicdo de
aminoécidos nessas estruturas ocasionou um afastamento dos modelos estruturais
gerados da proteina selvagem, enquanto que as estruturas onde ndo houve
alteracdes no potencial eletrostatico (25%) foram agrupadas com a estrutura
selvagem. Verificamos também que muitos modelos apresentaram alteracdes nas
ligagbes de hidrogénio e/ou modificagbes em sua hidrofobicidade. Além disso, a
troca de aminoacidos resultou na perda de uma ponte dissulfeto em uma das
mutacdes do estudo. As diferencgas estruturais observadas a partir das substituicoes
de aminoacidos modificam propriedades importantes para a funcdo do FVIII,
podendo contribuir para o fendtipo encontrado nos pacientes com hemofilia A.

Palavras-chave: hemofilia A, fator VIII, correlacdo genotipo-fendtipo, analise
estrutural, mutacdes de sentido trocado, modelagem, estrutura proteica.



ABSTRACT

Hemophilia A (HA) is a bleeding disorder caused by factor VIII (FVIII) deficiency due
to mutations in F8 gene, which encodes this protein. Several types of mutations have
already been described in the F8 gene causing HA. Considering the clinical
heterogeneity of HA and the diversity of mutations found in F8, a better
understanding of protein structure and function become essential.

The present study has the intent to analyze and correlate structural changes in
missense mutations previously reported on HA patients of Rio Grande do Sul
population and make genotype-phenotype correlations for each case reported.

A total of 12 missense mutations in the light chain of FVIII were included in this study.
The pathogenicity of the substitutions were verified using databanks (1000 genome
browser and UCSC genome browser) and five distinct algorithms: PolyPhen-2
(Polymorphism Phenotyping v2), Mutation Taster, PROVEAN (Protein Variation
Effect Analyzer), SIFT (Sorting Intolerant to Tolerant) and HOPE (Have yOur Protein
Explained).Structural models were generated for wild and mutated sequences by
homology approaches based on the PDB structure 4BDV using Phyre-2 (Expert
Mode—one to one Threading) tool. The electrostatic potential (EP) were calculated
for each structure using the Delphi web server. Structures were clusterized based on
electrostatic similarities using the software webPIPSA (Protein Interaction Property
Similarity Analysis).The information obtained on PIPSA was compared with the
electrostatic pattern generated on Delphi webserver implemented on Chimera
interface, by visual inspection.

In this study were identified electrostatic changes on the surface of 9/12 missense
mutations (75%) analyzed. These amino acids substitutions leads to a distancing
from wild type, while structures with no electrostatic changes (25%) were grouped
with wild structure. The structures presented hydrogen-bonds and hydrophobicity
alterations, too. Furthermore one of the substitutions results in disulphide-bond
disruption. The structural modifications observed alter important properties for the
FVIII function, possibly contributing to the phenotype of hemophilia A patients.

Keywords: hemophilia A, factor VIII, genotype-phenotype relationship,
missense mutation, structural analyses, modeling, protein structure.
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1.INTRODUCAO

1.1 HEMOSTASIA

O processo de hemostasia envolve um mecanismo complexo, dinamico e
finamente regulado que tem como objetivo manter o sangue fluido dentro dos vasos
sanguineos, sendo essencial na defesa contra a perda de sangue e inicio do reparo
tecidual (Cooper e Tuddenham, 1994). A formacao de um codgulo (coagulacdo) e a
sua degradacao (fibrindlise) depende do processo hemostatico (Marcus e Safier,
1993). Esse processo € composto de varios mecanismos distintos, que incluem:
vasoconstricdo no sitio de injaria vascular; formacédo do tampéo plaquetério (adeséo,
ativacdo e agregacdo plaquetaria); ativacdo da cascata de coagulacdo sanguinea,

levando a formacédo da rede de fibrina; e dissolucao da rede de fibrina.

A exposicao do subendotélio, apds a injuria vascular, provoca a adesao das
plaguetas ao colageno, que envia sinais que induzem o aumento de célcio. O Fator
de von Willebrand (FvW) forma uma ponte entre as fibras de colageno e uma
glicoproteina especifica da superficie plaquetaria. As plaguetas aderidas se tornam
esféricas e emitem pseudoépodos, forcando a liberacdo de granulos citoplasmaticos
com ADP, tromboxano e serotonina, 0s quais atraem outras plaquetas para o local
da lesdo, em um processo auto amplificador que dara origem ao tampao plaquetario.
Esse processo € denominado hemostasia primaria (Marcus e Safier, 1993). Em
pequenos vasos, a formacdo do tampao plaquetario é capaz de, por si s,
interromper um sangramento. Porém, sangramentos mais extensos necessitam da
hemostasia secundéaria (coagulacdo). O processo de coagulacdo consiste
basicamente na conversdo de fibrinogénio, uma proteina sollvel no plasma, em
fibrina por meio da acédo da trombina, gerada pela cascata de coagulacédo (Marcus e
Safier, 1993).

Alteracbes em qualquer desses sistemas interferem na hemostasia e podem
resultar em perda excessiva de sangue (hemorragia) ou na formacao de trombos
(trombose). Entre os disturbios hemorragicos mais frequentes na populacao estéo a
Doenca de von Willebrand e as Hemofilias A e B, que juntas, compreendem cerca
de 97% dos casos (Peyvandi et al., 2006).



1.2 COAGULACAO SANGUINEA

Em 1964, Macfarlane e Davie&Ratnoff propuseram o modelo da cascata de
coagulacdo para explicar a funcdo dos vérios fatores de coagulacdo durante a
formacéo do coagulo de fibrina (Davie e Ratnoff, 1964; Macfarlane, 1964). O modelo
compreende duas maneiras de iniciacdo da coagulacdo: as vias intrinseca e
extrinseca, onde atuam cerca de 20 fatores plasmaticos, quase todos de natureza
protéica, sendo a maioria enzimas que circulam no sangue em seu estado nao
ativado. Quando a coagulacdo é iniciada, cada fator de coagulacdo € convertido
para sua forma ativa, essa ativacado ocorre num efeito cascata, onde a ativacédo de
um fator induz a ativacdo do outro, e assim consecutivamente, até a formacéo de

fibrina.

As vias intrinseca e extrinseca nao atuam independentemente, mas

interagem de modo complementar.

Em 2001, foi proposto o modelo celular da coagulacdo, que enfatiza a
interacdo dos fatores de coagulacdo em superficies celulares especificas, melhor
representando o que ocorre in vivo durante o reparo de uma leséo endotelial. Apesar
disso, o0 modelo da via classica de coagulacdo ainda € (til na interpretacdo de

exames laboratoriais utilizados para avaliacdo da Hemostasia.

O modelo celular se baseia em trés etapas (iniciacdo, amplificacdo e
propagacao) que ocorrem na superficie de diferentes tipos celulares (Hoffman e
Monroe, 2001).

A etapa de iniciacdo ocorre ap0s a injuria vascular onde ocorre a exposi¢ao
do Fator Tissular (FT) ao sangue, o qual se liga ao Fator VII da coagulacéo (FVII)
que entdo é ativado (FVlla) por proteases, formando o complexo FVlla/FT. Esse
complexo leva a ativacédo de pequenas quantidades de FX e FIX. O FXa pode ativar
o FV plasmatico e ainda pequenas quantidades de trombina (Hoffman e Monroe,
2001).

A etapa de amplificacdo ocorre basicamente na superficie das plaquetas. A
trombina inicial ativa as plaquetas que passam a liberar FV. O complexo FYW/FVIII

se liga as plaquetas e entdo é clivado pela trombina para ativar o FVIII e liberar o
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FVW, que promove a adesdo e agregacao plaguetaria no subendotélio,
simultaneamente ao processo de coagulacdo, enquanto o FVIII permanece ligado as
plaguetas. A trombina também €& responsével por ativar o FXI na superficie

plaguetéaria, que por sua vez, ativa maiores quantidades de FIX.

Na etapa de propagacao, depois que todos os fatores de coagulacdo estao
ativados, ocorre a ligacdo dos cofatores Vllla e Va nas plaquetas, seguida pela
ligacdo de suas respectivas enzimas FIXa e FXa. O complexo de ativacdo Vllla/IXa
(complexo tenase) é responsavel por ativar o FX. O FVIII age como um catalisador,
aumentando em milhares de vezes a ativacdo do FX pelo FIXa. O FXa, juntamente
com seu cofator, o FVa, forma o complexo protrombinase que é capaz de converter
grandes quantidades de protrombina em trombina (Versteeg et al., 2013). A trombina
cliva os dimeros de fibrinogénio, o que resulta na formacdo de monémeros de fibrina
capazes de auto-associacao, levando a formacéo do codgulo de fibrina (Butenas e
Mann, 2002).
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Figura 1. O modelo celular da coagulacdo sanguinea. Representacdo das etapas de
iniciagdo, amplificacdo e propagacao.

1.3 O FATOR VIl DA COAGULACAO

O FVIII é uma glicoproteina plasmatica essencial para a coagulagédo
sanguinea servindo como cofator para o fator IX ativado (FIXa) na conversédo do
fator X (FX) em fator X ativado (FXa). O FXa ativa a protrombina (FIl) e a converte
em trombina (Flla), que entdo converte o fibrinogénio em fibrina, formando a rede de

fibrina e estancando o sangramento (Cooper e Tuddenham, 1994). A estabilidade do
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FVIII depende da interacdo n&o-covalente com o fator von Willebrand (FVW) que o
protege da degradacao e da endocitose, além disso, o FVW também atua na adesao
e agregacdo plaguetaria. Sem a interagcdo entre o FVIII e o FvWo FVIII é
rapidamente degradado na circulacdo (Jacquemin e Saint-Remy, 1998), o que leva a

alteracéo dos niveis normais de FVIII plasmatico.

O FVIII é ativado por protedlise, catalisada pela trombina (Flla), onde ocorre a
liberacdo do FvW. Os principais sitios de clivagem para a ativacdo do FVIII
encontram-se na regido C-terminal dos residuos de arginina (Cooper e Tuddenham,
1994). A partir dessa clivagem ocorre a liberacdo do dominio B, e a formagéo do
fator VIII ativado (FVIlla) a partir da ligagdo com o Ca?*

1.4 A HEMOFILIA A

A hemofilia A (HA) € um distarbio hemorragico causado pela deficiéncia do
fator VIl da coagulacdo (FVIII), devido a alteracdes no gene F8 que codifica essa
proteina (Gitschier et al., 1984).

O padrdao de heranca é recessivo ligado ao cromossomo X e afeta
aproximadamente 1 em cada 5000 nascimentos masculinos (Hoyer, 1994). No Rio
Grande do sul, a prevaléncia estimada € de 1:11700 homens (Alexandre e
Roisenberg, 1985). Os pacientes afetados séo classificados em graves, moderados
e leves, de acordo com as caracteristicas clinicas apresentadas e a quantidade de
FVIIl produzidas. Segundo a Sociedade Internacional de Trombose e Hemostasia,
sdo considerados graves aqueles que apresentam nivel de FVIII plasmatico <1%,

moderados entre 1 e 5% e leves entre 5 e 40% (White et al., 2001).

O tratamento é realizado pela reposicdo de FVIII purificado de plasma ou
obtido por técnicas de DNA recombinante. A terapia de substituicdo € efetiva na
maioria dos casos, porém, cerca de 7 a 30% dos individuos tratados desenvolvem
anticorpos que neutralizam o FVIII infundido e diminui sua efetividade, denominados
Inibidores do FVIII (Lusher et al., 1993).
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1.5 0 GENE E A ESTRUTURA DO FVIII

O gene F8 esta localizado no brago longo do cromossomo X (Xq28) e possui
186kb de DNA gendmico, sendo composto por 26 éxons que correspondem a
apenas 5% do gene (9kb) enquanto que os introns representam 95% do gene
(177kb) (Gitschier et al., 1984).

O RNAmM do F8 compreende cerca de 9010 nucleotideos que codificam um
polipeptidio precursor de 2351 aminoacidos. ApGs o processamento do peptideo
sinal de 19 aminoéacidos, origina-se uma proteina madura de 2332 aminoacidos
(Vehar et al., 1984).

A partir da analise das sequéncias de aminoacidos, foi observada a existéncia
de regibes de homologia interna no FVIII sendo estabelecidos trés dominios
estruturais diferentes denominados A, B e C (NH2-A1l-A2-A3-B-C1-C2-COOH)
(Vehar et al., 1984). Os dominios A sao flanqueados por pequenos espacadores (al,
a2 e a3), os quais contém residuos de &cido aspartico e glutamina, chamados de
regibes acidicas (Lenting et al., 1998).

Os trés dominios A do FVIII (Al, A2 e A3) apresentam cerca de 40% de
identidade uns com os outros e com os dominios a do FV, e os dois dominios C (C1
e C2), por sua vez, também compartilham aproximadamente 40% de identidade
entre si e com os dominios C do FV. Ja o dominio B, ndo apresenta homologia com
outras proteinas conhecidas. Ele é altamente glicosilado em sua regido central, e
grande parte dele pode ser deletado sem gerar perda de atividade do FVIII (Eaton e
Vehar, 1986; Pittman et al., 1993).

Para ser secretado no plasma, o FVIII passa por uma clivagem na jungéo
entre os dominios A3-B, além de clivagem do dominio B no residuo Arg1332. O FVIII
circula no plasma como um heterodimero, composto por uma cadeia pesada
(dominios AlalA2a2-B) de 200kDa e uma cadeia leve (dominios a3A3C1C2) de
80kDa, associadas a ions metdlicos divalentes (Cu?*). A associacdo com o Cu?*
ocorre entre os dominios Al (nos residuos His286, Cys329 e His334) e A3 (nos
residuos His1973, Cys2019 e His2024) (Ngo et al., 2008).
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Quando ocorre injuria vascular, o FVIII é ativado pela trombina por meio de
clivagens na juncdo Al-A2, nos residuos Arg391 e Arg759 da cadeia pesada, e
entre B-A3, no residuo Arg1708 da cadeia leve (Fang et al., 2007). Apés a ativacao

do FVIII, o dominio B é removido.

1 7 14 n %
GeneF8 5 —HHH R H—HH—
8'3%9% 9 3
FVIIl Precursor I
(2351AA) N+S A1 A2

kao do peptideo sinal

Profator VIII Al I A2

(2332 AA)

Cadeia Pesada (200KDa) Cadeia Leve (80KDa)

FVIII Ativado Al I A2 I I-

50KDa 43KDa 73 KDa

Figura 2. Fases do FVIII: do gene a ativagdo. Representagdo das etapas de transcricao,
traducéo e modificagdes pés-traducionais que o FVIII sofre até tornar-se ativado. No FVIII maduro, o
dominio A1 compreende os residuos de 20 a 391, o dominio A2 os residuos de 392 — 759, o dominio
B 760 a 1667, dominio A3 1709 a 2040, dominio C1 2041 a 2193 e o dominio C2 2194 & 2352.

Figura original.
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1.6 MUTACOES NO GENE F8 E A HEMOFILIA A

A Hemofilia A possui uma grande heterogeneidade clinica devido a enorme
variedade de mutacdes descritas no gene F8. Varios tipos de mutacdes j4 foram
encontrados em todos os éxons do F8 como sendo causadoras de HA, além de
mutacBes em introns. Aproximadamente 66% das mutacdes causadoras de HA séao
mutacdes de ponto, das quais, na maior parte dos casos resulta na mudanca de um
aminoacido na sequéncia original (mutacdo de sentido trocado) (Rallapalli et al.,
2014).

Devido a grande variedade de mutacBes encontradas e os seus diferentes
fendtipos, estudos para o melhor entendimento acerca da estrutura e fungéo do FVIII
se tornam essenciais. A caracterizacdo molecular das mutacdes encontradas e a
correlacdo genotipo-fendtipo dos afetados ampliam o conhecimento sobre as
interacdes do FVIII, facilitando a obtencdo de novos métodos diagnosticos e
possiveis terapias personalizadas.

2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar e correlacionar diferencas estruturais e funcionais em mutacoes de
sentido trocado previamente identificadas em pacientes com hemofilia A no Rio
Grande do Sul.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Associar as mutacdes estudadas com o quadro clinico apresentado
pelos pacientes.

b) Relacionar estrutura e funcéo das variantes por meio da Bioinformatica
Estrutural.

C) Melhorar a qualidade e a quantidade de informacgdes sobre a hemofilia
A no Rio Grande do Sul, visando o atendimento mais adequado aos pacientes e

contribuindo no aconselhamento genético destes e suas familias.
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3. ARTIGO - ANALISE ESTRUTURAL DE MUTACOES NO GENE F8 EM
PACIENTES COM HEMOFILIA A.

Artigo conforme as normas de publicacdo da revista Hematology, Transfusion

and Cell Therapy
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ANALISE ESTRUTURAL DE MUTACOES NO GENE F8 EM PACIENTES COM
HEMOFILIA A.

RESUMO
Introducéo

A hemofilia A (HA) € um disturbio hemorragico causado pela deficiéncia do fator VIII
da coagulacdo (FVIII), resultado de alteragbes no gene F8 que codifica essa
proteina. Devido a grande heterogeneidade clinica da doenca, estudos para o
melhor entendimento da estrutura e funcdo do FVIII sdo essenciais.

Objetivos

Relacionar o genoétipo com o fenétipo dos pacientes através da analise das
variacfes estruturais da cadeia leve do FVIII.

Metodologia

Foram analisadas 12 mutagcOes de sentido trocado, previamente identificadas em
pacientes do Rio Grande do Sul. Para avaliar a patogenicidade das substituicoes,
foram verificados bancos mundiais de variantes e realizadas predicdes de dano.
Modelos estruturais para a sequéncia selvagem e para as mutacdes estudadas
foram gerados através de modelagem por homologia baseada na estrutura 4BDV do
Protein Data Bank (PDB). O potencial eletrostatico (PE) foi calculado para os
modelos estruturais e foi realizada a clusterizacdo das estruturas a partir de suas
similaridades eletrostaticas.

Resultados

Houve alteracBes eletrostaticas na superficie de nove das doze mutagdes (75%)
analisadas, a substituicdo de aminoacidos nessas estruturas ocasionou um
distanciamento com relacdo a estrutura selvagem. As substituicdes sem alteracdes
no PE (25%) foram agrupadas com a selvagem. Verificamos também que muitos
modelos apresentaram alteracdes nas ligacdes de hidrogénio e/ou modificacbes em
sua hidrofobicidade. A troca de aminoacidos resultou na perda de uma ponte
dissulfeto em uma das mutagdes do estudo.

Conclusao

As variantes levam a alteracdes estruturais que afetam propriedades importantes
para a funcéo do FVIII, podendo ser a causa do fenotipo encontrado nos pacientes.

Palavras-chave: hemofilia A, fator VIII, correlagdo genotipo-fendtipo, andlise
estrutural, mutacoes de sentido trocado.
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INTRODUCAO

A hemofilia A (HA) é um distarbio hemorragico causado pela deficiéncia do
fator VIl da coagulagcéo (FVIII), devido a alteracbes no gene F8 que codifica essa

proteinal.

O padrdo de heranca é recessivo ligado ao cromossomo X e afeta
aproximadamente 1 em cada 5000 nascimentos masculinos?. No Rio Grande do sul,
a prevaléncia estimada é de 1:11700 homens®. Os pacientes afetados sdo
classificados em graves, moderados e leves, de acordo com as caracteristicas
clinicas apresentadas e a quantidade de FVIII produzidas. Segundo a Sociedade
Internacional de Trombose e Hemostasia, sdo considerados graves aqueles que
apresentam nivel de FVIII plasmatico <1%, moderados entre 1 e 5% e leves entre 5
e 40%*.

Essa doenca possui uma grande heterogeneidade clinica devido a enorme
variedade de mutacdes descritas no gene F8. Varios tipos de mutacbes ja foram
descritas em todos os éxons do F8 como causadoras de HA, além de mutacdes em
introns. Aproximadamente 66% das mutacGes causadoras de HA sdo mutacdes de
ponto, das quais, na maior parte dos casos resulta na mudanca de um aminoacido

na sequéncia original (mutacédo de sentido trocado)®

Mutacdes de sentido trocado constituem em um grande desafio em termos de
implicagdes funcionais e patogenicidade. Isso porque conforme a substituicdo dos
aminoacidos e suas propriedades, bem como a regido onde o residuo se encontra,
os efeitos podem variar: podemos ter alteracdes ndo patogénicas e mais frequentes
na populacdo (polimorfismos) ou substituicbes que levam a desordens como a

hemofilia A.

Devido a grande variedade de mutacdes encontradas e os seus diferentes
fendtipos, estudos acerca da estrutura e fungédo do FVIII se tornam essenciais para
um melhor entendimento de como as substituicdes de aminoacidos podem afetar as

funcdes e estrutura da proteina.
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OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo analisar e correlacionar diferencas estruturais
e funcionais em mutacdes de sentido trocado previamente identificadas em
pacientes com hemofilia A no Rio Grande do Sul, estabelecendo a relagdo genotipo-
fendtipo para cada caso.

METODOLOGIA

Para a realizagdo do trabalho, foram incluidas no estudo 12 mutagfes de
sentido trocado previamente identificadas por nosso grupo de pesquisa em 12
pacientes portadores de Hemofilia A no Rio Grande do Sul®’. As alteracdes estdo
presentes na cadeia leve do FVIIl, sendo elas: Argl768Cys, Argl783Gly,
Argl1800His, Tyrl805Phe, Tyrl811Cys, Argl960GIn, Gly2013Arg, Arg2169Leu,
Cys2188Tyr, Pro2224Arg, Pro2311His e Leu2316Arg.

Com o intuito de avaliar a patogenicidade das substituicdes, foram verificados
bancos mundiais de variantes (1000 genome browser e UCSC genome browser)2° e
realizadas predicdes de dano em cinco algoritmos: PolyPhen-2 (Polymorphism
Phenotyping v2)1°, Mutation Taster!!, PROVEAN (Protein Variation Effect
Analyzer)*?, SIFT (Sorting Intolerant to Tolerant)’®* e HOPE (Have yOur Protein
Explained)*2.

Modelos estruturais para a sequéncia selvagem e para cada uma das
mutacOes estudadas foram gerados no programa Phyre-2 (Expert Mode—one to one
Threading)!4, através de modelagem por homologia baseada na estrutura 4BDV
obtida no PDB (Protein Data Bank)*°. Para verificar a qualidade do modelo estrutural

da proteina selvagem gerado, foram utilizados os softwares PDBsum?® e modFOLD4
17

O potencial eletrostéatico (PE) foi calculado para cada uma das estruturas com
a ferramenta DelPhi Web Server'®. As estruturas e o potencial eletrostatico foram
visualizados no programa Chimera 1.11%°, onde também foram realizadas andlises
de hidrofobicidade, ligacdes intramoleculares e das estruturas em geral. O programa

webPIPSA (Protein Interaction Property Similarity Analysis)?® foi utilizado para
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realizar a clusterizacdo das estruturas a partir de suas similaridades eletrostaticas.
As informacdes obtidas do PIPSA foram comparadas com os dados de potencial
eletrostatico gerados para cada mutagcdo no programa Delphi, através de uma
andlise visual com a implementacdo da interface Chimera. Um esquema da

metodologia utilizada para as analises pode ser visto na figura S1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os pacientes portadores das mutacbes analisadas possuem diferentes
fendtipos, sendo sete leves, dois moderados e trés graves, conforme tabela 1. Nao
foram encontradas outras alteracdes no gene F8 desses pacientes®?!,

Tabela 1. Localizagdo e fendtipo das mutacBes. Representacdo das mutacbes estudadas com
suas respectivas localiza¢des no gene e no dominio proteico, e fenétipo encontrado nos pacientes.

MUTACAO? MUTACAO? LOCALIZACAO  DOMINIO FENOTIPO
Argl768Cys Argl749Cys Exon 15 A3 LEVE
Arg1783Gly Arg1764Gly Exonl5 A3 LEVE
Arg1800His Arg1781His Exonl6 A3 MODERADO
Tyr1805Phe Tyr1786Phe Exonl6 A3 LEVE
Tyrl811Cys Tyrl792Cys Exonl6 A3 LEVE
Arg1960GIn Arg1941GIn Exoni18 A3 LEVE
Gly2013Arg Gly1994Arg Exon19 A3 GRAVE
Arg2169Leu Arg2150Leu Exon23 Ci1 LEVE
Cys2188Tyr Cys2169Tyr Exon23 C1 MODERADO
Pro2224Arg Pro2205Arg Exon24 Cc2 GRAVE
Pro2311His Pro2292His Exon26 c2 LEVE
Leu2316Arg Leu2297Arg Exon26 C2 GRAVE

INomenclatura de acordo com a Genetic Variantions aprovada pela Human Genome Variation Society.
2Nomenclatura de acordo com o HAMSTeRS database. Onde a primeira alanina da proteina madura é numerada como 1.

As substituicbes incluidas em nosso estudo ndo foram encontradas nos
datasets 1000 genome browser e UCSC genome browser como alteragdes comuns
na populacdo mundial. E sete delas (Argl768Cys, Argl800His, Argl960GIn,
Gly2013Arg, Cys2188Tyr, Pro2311His e Leu2316Arg) estdo descritas no banco de
variantes da hemofilia A (http://www.factorviii-db.org) como causa da doenca em
diferentes paises. Tais informacgdes trazem indicios da patogenicidade das variantes

estudadas.
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Os resultados dos algoritmos utilizados para predizer os efeitos das mutacdes
na estrutura e funcao do FVIII sdo mostrados nas tabelas 2 e 3. Conforme os scores
de patogenicidade obtidos no PolyPhen-2 e Mutation Taster, todas as 12 alteracdes
estudadas sao potencialmente danosas para a fungéo do FVIIl. E considerando os
softwares PROVEAN e SIFT, apenas a substituicdo Pro2311His foi indicada como
nao patogénica, porém tal alteracéo ja foi descrita em dois diferentes trabalhos na
Alemanha encontrada em pacientes com hemofilia A leve???3, Cada uma dessas
ferramentas de analise de dano é complementada por diferentes bancos de dados e
usa informacdes diferentes para avaliar o possivel efeito das alteracdes no fenotipo

do paciente.

As informacbBes acerca da diferenca entre 0os aminoacidos selvagem e
mutante, obtidas no HOPE, corroboram com os demais preditores, ja que em todos
0S casos a troca de aminoacidos gerada pela mutacéo de sentido trocado, devido as
diferencas nas propriedades fisico-quimicas dos mesmos, pode acarretar em danos
nas interacgdes intra e intermoleculares da proteina.

Tabela 2. Predicdo do efeito das mutagcdes no FVIII. Resultados das avaliagfes das 12 mutagdes
em quatro diferentes preditores.

MUTAGAO! POLYPHEN SCORE MUTATION TASTER PROVEAN SIFT

Argl768Cys 0.996 (ProbablyDamaging) 0.999 (diseasecausing) -6.206 (deleterious)  0.00 (damaging)
Arg1l783Gly  0.996 (ProbablyDamaging) 0.998 (diseasecausing) -6.049 (deleterious)  0.01 (damaging)
Arg1800His  0.998 (ProbablyDamaging) 0.999 (diseasecausing) -4.578 (deleterious)  0.00 (damaging)
Tyrl805Phe  0.917 (ProbablyDamaging) 0.996 (diseasecausing) -3.142 (deleterious)  0.00 (damaging)
Tyrl811Cys  0.800 (PossiblyDamaging) 0.971 (diseasecausing) -6.855 (deleterious)  0.00 (damaging)
Arg1960GIn 1.0 (ProbablyDamaging) 0.999 (diseasecausing) -2.966 (deleterious)  0.04 (damaging)
Gly2013Arg 1.0 (ProbablyDamaging) 0.999 (diseasecausing) -7.066 (deleterious)  0.00 (damaging)
Arg2169Leu  0.999 (ProbablyDamaging) 0.999 (diseasecausing) -5.861 (deleterious)  0.01 (damaging)
Cys2188Tyr 1.0 (ProbablyDamaging) 0.999 (diseasecausing) -9.677 (deleterious)  0.00 (damaging)
Pro2224Arg 1.0 (ProbablyDamaging) 0.999 (diseasecausing) -7.768 (deleterious)  0.00 (damaging)
Pro2311His  0.996 (ProbablyDamaging) 0.950 (diseasecausing) -0.694 (Neutral) 0.32 (tolerated)
Leu2316Arg 0.998 (ProbablyDamaging) 0.997 (diseasecausing) -3.995 (deleterious)  0.00 (damaging)

INomenclatura de acordo com a Genetic Variantions aprovada pela Human Genome Variation Society.
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Tabela 3. Dados obtidos a partir da ferramenta HOPE (Have yOur Protein Explained).
Informacbes sobre o tamanho, carga e hidrofobicidade do aminoacido mutante com relacdo ao
selvagem para cada uma das mutacdes estudadas.

MUTAGAO! TAMANHO CARGA HIDROFOBICIDADE
Argl768Cys MENOR POSITIVO->NEUTRO MAIS HIDROFOBICO
Argl1783Gly MENOR POSITIVO->NEUTRO MAIS HIDROFOBICO
Arg1800His MENOR POSITIVO->NEUTRO NAO DIFEREM

Tyr1805Phe MENOR NEUTRO->NEUTRO MAIS HIDROFOBICO
Tyrl811Cys MENOR NEUTRO->NEUTRO MAIS HIDROFOBICO
Argl1960Gin MENOR POSITIVO->NEUTRO NAO DIFEREM

Gly2013Arg MAIOR NEUTRO >POSITIVO MAIS HIDROFILICO
Arg2169Leu MENOR POSITIVO->NEUTRO NAO DIFEREM

Cys2188Tyr MAIOR NEUTRO->NEUTRO MAIS HIDROFILICO
Pro2224Arg MAIOR NEUTRO->POSITIVO MAIS HIDROFILICO
Pro2311His MAIOR NEUTRO->NEUTRO MAIS HIDROFILICO
Leu2316Arg MAIOR NEUTRO->POSITIVO MAIS HIDROFILICO

INomenclatura de acordo com a Genetic Variantions aprovada pela Human Genome Variation Society.

A partir da modelagem por homologia realizada no programa Phyre-2, foi
possivel localizar a posicdo correspondente aos aminoacidos mutados na estrutura
da cadeia leve do FVIIl. Bem como analisar alteragdes estruturais dos modelos
gerados para as mutacdes com relacdo aquele correspondente a sequéncia

selvagem.

Com o uso dos dados de potencial eletrostatico (PE) gerados pela ferramenta
Delphi e implementados na interface Chimera, foi possivel identificar alteraces
eletrostaticas na superficie de 9/12 (75%) das estruturas em relacdo a estrutura

selvagem.

As alteracdes de PE encontradas nas estruturas estdo de acordo com a
clusterizagdo baseada em similaridades eletrostaticas realizada no programa
webPIPSA. Conforme a clusterizacdo, as mutacfes foram agrupadas em cinco
diferentes clusters, de acordo com a distancia eletrostatica entre elas (figura S2).
Apenas trés mutacdes (Y1805F, Y1811C e C2188Y) ndo apresentaram distancia
eletrostatica com relacdo a estrutura selvagem, estando agrupadas junto a ela no
cluster 3. As demais mutac¢des (9/12 — 75%) foram agrupadas em cluster 1 (G2013R
e P2224R), cluster 2 (L2316R e P2311H), cluster 4 (R1800H e R2169L) e cluster 5
(R1783G, R1960Q e R1768C), conforme figura 1.
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Figura 1. Andlise das estruturas conforme similaridades eletrostéaticas. A clusterizacdo
gerada no programa webPIPSA reuniu as estruturas em cinco clusters conforme o epograma a
esquerda. As imagens a direita correspondem a distribuicao eletrostética verificada para as estruturas
mutadas e selvagem a partir da ferramenta Delphi implementada na interface Chimera. As regides
mostradas em azul, branco e vermelho, s&o, respectivamente, eletropositivas, neutras e
eletronegativas.

Analisando cada cluster individualmente, pode-se perceber que no cluster 1
(figura 2.I) existe um aumento na carga positiva (expresso pelo padrdo azul) nas
estruturas mutadas (Gly2013Arg e Pro2224Arg) se comparadas a estrutura
selvagem. Essa eletropositividade da superficie no local da mutacdo provavelmente
deve-se ao fato de que ambas as substituicbes de aminoacido foram de residuos
com carga neutra (Glicina (Gly, G) e Prolina (Pro, P)) para residuos com carga
positiva (Arginina (Arg, R). A alteracdo da carga na superficie dessas estruturas foi
mais similar, o que levou ao seu agrupamento mesmo que elas ocorram em
dominios diferentes da proteina (A3 e C2). Modificacbes no PE interferem na
afinidade entre residuos em uma mesma molécula e nas interacbes com outras

estruturas protéicas. As mutacdes também apresentaram diferencas estruturais com
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relacdo a cadeia leve selvagem por conta da cadeia lateral do residuo de Arg. Os
dominios onde ocorrem as mutacdes sdo importantes para a interacdo com o fator
von Willebrand, interferindo na estabilidade do FVIIl. Ambas as substituicdes séo
encontradas em pacientes com fendtipo grave. A distancia eletrostética do cluster 1
em comparacdo com o cluster onde se encontra a estrutura selvagem (cluster 3 -
onde ndo foram detectadas alteracfes eletrostaticas) é de aproximadamente 0.28 e

entre as estruturas agrupadas no cluster 1 € de 0.17.
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Figura 2. Andlise das estruturas do Cluster 1 e 2. llustra a distribuicdo eletrostatica na
superficie das estruturas selvagem e mutantes com suas diferencas de carga (circulo amarelo). As
regibes mostradas em azul, branco e vermelho, séo, respectivamente, eletropositivas, neutras e
eletronegativas. O backbone da cadeia leve mutada em verde com residuo mutante destacado em
rosa. Detalhes dos aminoécidos selvagem e mutante de cada uma das substituicbes encontram-se a
direita.
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O cluster 2 também esta a uma distancia de 0.28 do cluster 3, porém tem um
padrdo eletrostatico distinto do Cluster 1 (do qual esta distante em 0.2) e as
estruturas nele agrupadas (P2311H e L2316R) tem uma distancia de 0.1 entre elas.
Ambas as substituicdes encontram-se no dominio C2. Essas mutagfes geraram
alteracdes no PE no dominio A3 (regides A, B, D e E da figura 2.l), porém a
mutacdo L2316R apresenta também uma descontinuidade no potencial préximo ao
residuo mutado no dominio C2 (Figura 2.1l, regido C), que por ser uma arginina,
torna a superficie mais positiva. Essa alteracdo no PE pode estar contribuindo para
o fendtipo grave apresentado pelo paciente. O paciente que possui a mutacéo

P2311H apresenta fendtipo leve.

No cluster 3, as estruturas Tyrl805Phe, Tyrl811Cys e Cys2188 foram
agrupadas com a estrutura selvagem, apresentando distancia eletrostatica igual a
zero entre elas. Esse resultado corrobora com o encontrado na analise realizada na
ferramenta Delphi, jA& que ndo foram encontradas alteracbes no PE dessas
estruturas. Mesmo nédo havendo alteragdes no PE, essas mutagdes ainda geram um
fendtipo leve, (Y1811C e Y1805F) e moderado (C2188Y). Um dos fatores que pode
estar contribuindo com esses fendtipos € a diferenca na hidrofobicidade dos
residuos mutados em relacdo ao selvagem, onde a Cisteina na posicdo 1811 e a
Fenilalanina na posicdo 1805 sdao mais hidrofébicas, e a Tirosina na posicdo 2188 é
mais hidrofilica (Figura 3). As diferengas na hidrofobicidade podem influenciar nas
interacdes fisico-quimicas da proteina com as demais proteinas plasmaticas. Além
disso, a perda de uma cisteina na posicdo 2188 resulta na ruptura da ligacéo
dissulfeto 2040-2188, interacao importante para a estabilidade da proteina, podendo

levar ao fenétipo moderado encontrado no paciente portador dessa mutacao.
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C2188Y

Selvagem Y1811C

Figura 3. Anédlise de hidrofobicidade das estruturas do cluster 3. Comparacdo entre 0s
modelos (backbone) da estrutura selvagem e das estruturas mutantes em Y1805F, Y1811C e
C2188Y em A, B e C, respectivamente. Regifes hidrofébicas estdo coloridas em magenta e
hidrofilicas em azul.

O cluster 4 (Figura 4.1) esta a uma distancia eletrostética de 0.29 do cluster 3,
e as estruturas agrupadas (R1800H e R2169L) apresentam uma distancia de 0.16
entre si. A mutacdo R1800H ocorre no dominio A3 e a mutacdo R2169L no dominio
Cl. Em ambas as alteracdes ocorreu a troca da arginina (Arg, R), residuo positivo,
por residuos neutros (Histidina (His, H) e Leucina (Leu, L)). A substituicdo em
R1800H levou a uma maior eletronegatividade na superficie préxima a regido
mutada (expressa pelo padrdo vermelho), essa alteracdo foi encontrada em um
paciente HA moderada. Enquanto que em R2169L, a superficie proxima ao residuo
mutado apresentou maior neutralidade (padrdo branco) em relagcdo a estrutura

selvagem e essa alteracao foi encontrada em um paciente com HA leve.
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Figura 4. Andlise das estruturas do Cluster 4 e 5. llustra a distribuicdo eletrostatica na
superficie das estruturas selvagem e mutantes com suas diferencas de carga (circulo amarelo). As
regibes mostradas em azul, branco e vermelho, s&o, respectivamente, eletropositivas, neutras e
eletronegativas. O backboneda cadeia leve mutada em verde com residuo mutante destacado em
rosa. Detalhes dos aminoacidos selvagem e mutante de cada uma das substituigBes encontram-se a

direita.
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O cluster 5 (figura 4.11) também estad a uma distancia eletrostatica de 0.29 do
cluster 3. Nele estdo agrupadas trés estruturas: as estruturas R1783G e R1960Q
apresentam uma distancia de 0.10 entre si, e estas estdo a 0,12 de distancia da
estrutura R1768C. Todas as trés mutagcbes estdo localizadas no dominio A3, e
correspondem a um fenotipo leve. As alteracdes eletrostaticas neste cluster se dao
devido a troca de uma Arginina por residuos neutros (Cisteina (Cys, C), Glicina (Gly,
G) e (Glutamina (GlIn, Q)), resultando em uma maior neutralidade (padrao branco) no
PE do dominio A3, onde as mutacdes estdo localizadas (regides B, C e D). Além
disso, a mutacdo R1768C apresentou maior eletropositividade na superficie proxima
ao residuo mutado (regido A), o que justifica a distancia eletrostatica com relacdo as

outras estruturas do cluster.

Quando comparamos os modelos gerados para as 12 mutacdes estudadas
com a estrutura selvagem (cadeia leve do FVIII) podemos observar alguns padrdes.
Todas as substituicdes envolvendo Arginina, aminoacido positivo, seja como residuo
mutante ou selvagem, levaram os modelos a se afastarem em termos eletrostéaticos
da estrutura selvagem. Sendo a carga positiva determinante para as interacoes
eletrostaticas de uma proteina, portanto, a perda ou ganho dela possivelmente

interfere na funcéo proteica.

Além disso, alteracdes eletrostaticas nos dominios C1 e C2 parecem ser
mais danosas para a funcdo da proteina que alteracées no dominio A3, isso pode
ser explicado pela abundancia de interagdes intermoleculares que ocorrem nessa
regido, como por exemplo, os dois sitios de ligacdo com o FvVW localizados no
dominio C2%4, Porém, devido ao numero limitado de mutacdes analisadas, sdo

necessarios mais estudos para que esta relagdo possa ser estabelecida.
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CONCLUSOES

Neste estudo, foi possivel identificar alteragBes eletrostaticas na superficie de
nove das doze mutacbes (75%) de sentido trocado analisadas. A substituicdo de
aminoacidos nessas estruturas ocasionou um afastamento dos modelos estruturais
gerados da proteina selvagem, enquanto que as estruturas onde nao houveram
alteragcbes no potencial eletrostatico (25%) foram agrupadas com a estrutura
selvagem. Verificamos também que muitos modelos apresentaram alteragbes nas
ligacdes de hidrogénio e/ou modificacbes em sua hidrofobicidade. Além disso, a
troca de aminoacidos resultou na perda de uma ligacdo dissulfeto em uma das
mutacdes do estudo. Andlises in silico vém apresentando contribuicbes importantes
nos campos do impacto das mutagdes na estrutura e comportamento dinamico das
moléculas. A partir do estudo foi possivel demonstrar que tais modificacdes
interferem na estabilidade, nas ligacées e no dobramento da cadeia, 0 que pode
alterar a afinidade com outras estruturas. Porém, ndo fica esclarecido o quanto cada
alteracdo contribui para o fenétipo dos pacientes, para tal seriam necessarios mais
estudos envolvendo os efeitos dessas modificacdes nas interacdes fisico-quimicas

da proteina.
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Figura S1. Esquema da Metodologia empregada no estudo. A figura ilustra as etapas realizadas

para obtencdo dos resultados. (1) A modelagem da estrutura da cadeia leve do FVIII foi realizada no

servidor Phyre-2, (2) O calculo de PE foi feito através do programa Delphi web server. (3) Andlises de
clusterizacdo baseada em similaridades eletrostaticas foram realizadas no software PIPSA e as

analises estruturais. (4) As andlises estruturais foram realizadas na interface Chimera.
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Figura S2. Heatmap. A figura ilustra a comparacéo par a par realizada pelo software webPIPSA para
a geracao da clusterizacdo baseada em similaridades eletrostaticas. Conforme o esquema de cores
no topo da figura a esquerda, quanto mais similares as estruturas, mais proximas do vermelho

encontram-se.
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4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Analises in silico envolvendo ferramentas de bioinformatica tém trazido
informacdes relevantes para estudos em genética e biologia molecular. As analises
estruturais possibilitadas por estas ferramentas nos ajudam a obter mais
informacdes acerca das funcdes e interacdes realizadas nas proteinas, bem como
uma melhor avaliacdo da forma que substituicbes de aminoacidos podem afetar a

sua estrutura e, consequentemente, sua funcao.

As substituicbes de aminoacidos nas mutacfes estudadas resultaram em
modificacdes em importantes propriedades da proteina (distribuicdo eletrostatica,
hidrofobicidade, ligacdes de hidrogénio e ligacBes dissulfeto intramoleculares),
demonstrando o efeito que a troca de um aminoacido pode ter na sua estrutura e
funcdo. A influéncia dessas alteracdes esta relacionada com a localizacdo da
substituicdo e com as diferencas nas propriedades do aminoacido selvagem e

mutante, podendo interferir de diferentes formas no fenétipo dos pacientes.

Apesar da validade dos resultados encontrados, ainda ndo se sabe o0 quanto
cada um desses fatores esté influenciando no fenétipo apresentado pelos pacientes.
O estudo realizou investiga¢des relevantes no campo da bioinformética, envolvendo
0 uso de preditores, modelagem por homologia, calculos de diferencas
eletrostaticas. Porém, todas as avaliacdes foram realizadas em modelos estaticos, e
que nao correspondem ao FVIII como um todo, e ndo foi possivel uma real
exploracdo do quanto tais propriedades afetam a funcdo da proteina. Para isso,
outras analises in silico envolvendo dindmica molecular e ancoragens moleculares
seriam valiosas, possibilitando também esclarecer os sitios de interacdo do FVIII

com outros fatores da coagulacdo sanguinea e com outras moléculas.
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ANEXO - NORMAS DE PUBLICACAO REVISTA HEMATOLOGY, TRANSFUSION
AND CELL TERAPY

Introducao

Hematology, Transfusion and Cell Therapy, publicacdo cientifica oficial da
Associacdo Brasileira de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular, Sociedade
Brasileira de Transplante de Medula Ossea e Associazione ltalo-Brasiliana di
Ematologia e Sociedade Brasileira de Oncologia Pediatrica, tem como objetivo
registrar e promover o desenvolvimento cientifico da Hematologia e Hemoterapia e
areas afins. Todos o0s manuscritos, apdés aprovacdo dos Editores, serdo
encaminhados para avaliagdo de dois revisores, sendo o anonimato garantido em
todo o processo de julgamento. Os comentérios serdo devolvidos aos autores para

modificacdes no texto ou justificativas de sua conservacao.
A responsabilidade pelos conceitos emitidos nos artigos é exclusiva dos autores.
Tipos de artigo

A revista publica as seguintes secdes: Artigo Original, Artigo Especial, Artigo de
Revisdo, Artigo de Atualizacdo, Relato de Caso, Carta ao Editor, Imagem em
Hematologia Clinica, Editorial, Comentario Cientifico e Qual a Evidéncia, podendo a
qualquer momento publicar outro tipo de informacdo de interesse da comunidade

hematoldgica.

Artigo Original: com o objetivo de publicar os resultados de uma pesquisa
cientifica, deve ser original e conter as seguintes subdivisbes: Introducéo,
Objetivo(s), Método(s), Resultado(s), Discussdo, Conclusao(des) e Referéncias. O
trabalho deve ter no maximo 4.000 palavras (incluindo as referéncias); até seis

autores; até sete tabelas, ilustracdes e fotos; e conter até 30 referéncias.

Artigo Especial: deve ter a mesma estrutura de um artigo original, porém podem

ser reclassificados pelo Editor, dependendo de sua importancia.
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Artigo de Revisédo: revisdes narrativas abordando um tema de importancia para a

area. Deve ter até

5.000 palavras (incluindo as referéncias); até sete tabelas, ilustracfes e fotos; e no
maximo 60 referéncias. * Artigo de Atualizagdo: sobre um tema, um método, um
tratamento etc., devendo conter um breve histérico do tema, seu estado atual de
conhecimento e as motivacdes do trabalho, métodos de estudo (fontes de consulta,
critérios de selecdo), hipdteses, linhas de estudo etc. Critérios idénticos ao de um

artigo de reviséao.

Relato de Caso: deve conter introdugcédo, com breve revisdo da literatura, relato do
caso, os resultados importantes para o diagnostico (se houver), evolugao, discusséao,
conclusdo e referéncias. Devera ter no maximo 1.800 palavras; até duas tabelas,

ilustracdes e fotos; até quatro autores; e 10 referéncias.

Carta ao Editor: maximo de 1.000 palavras (incluindo referéncias), até trés autores

e duas ilustracoes.

Imagem em Hematologia Clinica: maximo de 100 palavras; até trés autores e trés

referéncias.

Comentério Cientifico: sé ser& aceito por convite do Editor, que orientara sobre a

forma de envio do manuscrito.

Todos 0os manuscritos devem ser submetidos em inglés.
Check-list para submisséo

Vocé pode usar esta lista para fazer um check-list final do seu artigo antes de envia-
lo para avaliacdo pela revista. Por favor, verifique a secdo relevante nestas

Instrugbes aos Autores para obter mais detalhes.

Certifique-se de que 0s seguintes itens estado presentes: um autor foi designado
como 0 autor para correspondéncia, incluindo-se seus detalhes de contato: e-mail e

endereco postal completo.
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Todos os arquivos necessarios foram carregados no sistema: manuscrito; palavras-
chave (quando necessario); todas as figuras (incluindo suas legendas); todas as
tabelas (incluindo titulos, descricdo, notas de rodapé€). Certifique-se de que todas
citacOes a figuras e tabelas no texto correspondem aos arquivos enviados; arquivos

suplementares (quando necessario).

Consideracdes adicionais: certifique-se de revisar a gramatica e ortografia; confirme
se todas as referéncias mencionadas na secdo Referéncias sao citadas no texto, e
vice-versa; garanta que tenha sido obtida permissao para uso de material protegido
por direitos autorais de outras fontes (incluindo a Internet); confira se foram feitas
declaracbes de conflitos de interesse relevantes; revise novamente as politicas da

revista detalhadas nestas instrucdes.

Para mais informacdes, visite o nosso Centro de suporte.

ANTES DE COMECAR

Etica em publicac&o cientifica

Por favor, acesse nossas paginas informativas sobre Etica em publicacio cientifica e

Diretrizes éticas parapublicacdo em revistas cientificas.

Direitos humanos e de animais

Caso a pesquisa envolva seres humanos, o autor deve garantir que o trabalho foi

realizado de acordo com o Coddigo de Etica da World Medical Association

(Declarationof Helsinki). De com 0s Reguerimentosaos manuscritos submetidos a

revistas biomédicas, os autores devem incluir no manuscrito uma declaragéo de foi
obtido consentimento informado para experimentos envolvendo seres humanos. O

direito a privacidade, nesse caso, também deve ser observado.

No caso de trabalhos envolvendo experimentacdo animal, os autores devem indicar
na se¢do Métodos que foram seguidas as normas contidas no CIOMS (Council for
InternationalOrganizationof =~ Medical  Sciences) EthicalCode for  Animal
Experimentation (WHO Chronicle 1985; 39(2):51-6) e os preceitos do Colégio

Brasileiro de Experimentacao Animal - COBEA. Deverdao completar a “Declaracao

dos Direitos do Homem e Animal’.
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Declaracao de conflito de interesses

Todos os autores devem divulgar quaisquer relagdes financeiras e pessoais com
outras pessoas ou organizacfes que possam influenciar de forma inadequada (viés)
seu trabalho. Exemplos de potenciais conflitos de interesse incluem empregos,
consultorias, propriedade de acdes, honorérios, testemunhos de peritos
remunerados, pedidos de patentes/inscricbes e subsidios ou outros tipos de
financiamento. Caso nao haja conflitos de interesse, por favor, registre isso:

“Conflitos de interesse: nenhum”. Mais informacdes.

Declaracéo de envio e verificacao

A submissdo de um manuscrito implica que o trabalho descrito ndo foi publicado
anteriormente (exceto sob a forma de resumo ou como parte de uma palestra ou
tese académica publicada, ou como pré-impressédo eletrbnica, consulte a secdo

‘Publicacédo_multipla, redundante ou concorrente’ de nossa politica de ética para

mais informacdes), que nao estd sendo avaliado para publicacdo em outro lugar,
que sua publicacdo foi aprovada por todos os autores e tacita ou explicitamente
pelas autoridades responséaveis onde o trabalho foi realizado e que, se aceito, ndo
sera publicado em outro lugar na mesma forma, em inglés ou em qualquer outro
idioma, inclusive eletronicamente, sem o consentimento por escrito do detentor dos
direitos autorais. Para verificar a originalidade do manuscrito, ele pode ser verificado

pelo servico de deteccédo de originalidade CrossCheck.
Colaboradores

Cada autor deve declarar sua contribuicdo individual para o manuscrito: todos os
autores devem ter participado ativamente da pesquisa e/ou da preparacdo do
manuscritos, de maneira que o papel de cada um deve ser descrito. A declaragéo de
gue todos os autores aprovaram a versao final do manuscrito deve ser verdadeira e

enviada durante a submissao.

Autoria

Todos os autores devem ter contribuido de maneira substancial em todos os

seguintes aspectos: (1) concepgédo e delineamento do estudo, ou aquisicao de


http://service.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/286/supporthub/publishing
https://www.elsevier.com/authors/journal-authors/policies-and-ethics
https://www.elsevier.com/editors/plagdetect

45

dados, ou analise e interpretacdo de dados, (2) escrita do artigo ou revisao critica do

conteudo intelectual relevante, (3) aprovacao final da versao a ser submetida.
Mudancas na autoria

Espera-se que os autores avaliem cuidadosamente a lista e a ordem dos autores
antes de submeter seu manuscrito e que fornecam a lista definitiva de autores no
momento da submissdo. Qualquer adicdo, remocado ou rearranjo de nomes de
autores na lista de autoria deve ser feita somente antes da aceitagdo do manuscrito
e somente se aprovado pelo editor da revista. Para solicitar tal alteracdo, o editor
deve receber do autor para correspondéncia o seguinte: (a) o motivo da mudanca
na lista de autores e (b) confirmacgéo por escrito (e-mail, carta) de todos os autores
concordando com a adi¢cdo, remocao ou rearranjo. No caso de adicdo ou remocao

de autores, isso inclui a confirmacédo do autor adicionado ou removido.

Somente em circunstancias excepcionais, o editor aceitara a adicdo, supressao ou
rearranjo de autores ap0s 0 manuscrito ter sido aceito. Enquanto o editor estiver
avaliando o pedido, a publicacdo do manuscrito permanecera suspensa. Se 0
manuscrito ja tiver sido publicado on-line, qualquer solicitacdo aprovada pelo editor

resultara em uma retificacao.
Resultados de ensaios clinicos

De acordo com a posicdo do InternationalCommitteeof Medical JournalEditors
(ICMJE), a revista ndo aceitara os resultados publicados no mesmo registro de
ensaios clinicos no qual o registro primario seja uma publicacdo anterior se 0s
resultados publicados forem apresentados sob a forma de um breve resumo ou
tabela estruturados (menos de 500 palavras). No entanto, a divulgacdo de
resultados em outras circunstancias (por exemplo, reuniées de investidores) é
desencorajada e pode impedir a aceitagcdo do manuscrito. Os autores devem
divulgar em sua totalidade as publicagcdes em registros de resultados do mesmo

trabalho ou relacionados a ele.
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Relatérios de ensaios clinicos

Ensaios controlados randomizados devem ser apresentados de acordo com as
diretrizes CONSORT. Na submissdo do manuscrito, os autores devem fornecer a
lista de verificaggo CONSORT acompanhada de um fluxograma que mostre o
progresso dos pacientes ao longo do ensaio, incluindo recrutamento, inscricao,
randomizacdo, remocao e conclusdo, e uma descricdo detalhada do procedimento

de randomizacéo. A lista de verificacdo CONSORT e o modelo do fluxogramaestéo

disponiveis on-line.
Registro de ensaios clinicos

A inclusdo em um registro publico de ensaios clinicos é uma condicdo para a
publicacdo de ensaios clinicos nesta revista, de acordo com as recomendacfes do

InternationalCommitteeof Medical JournalEditors. Os ensaios devem ser registrados

no inicio ou antes da inclusdo dos pacientes. O numero de registro do ensaio clinico
deve ser incluido no fim do resumo do artigo. Um ensaio clinico € definido como
qualquer estudo de pesquisa que designe prospectivamente participantes humanos
ou grupos de seres humanos a uma ou mais intervencdes relacionadas a saude,
para avaliar os efeitos dos desfechos de saude. As intervencdes relacionadas a
saude incluem qualquer intervencdo realizada para modificar um desfecho
biomédico ou relacionado a saude (por exemplo, farmacos, procedimentos
cirargicos, dispositivos, tratamentos comportamentais, intervengdes alimentares e
mudancas nos procedimentos de cuidados). Os desfechos de saude incluem
quaisquer medidas biomédicas ou relacionadas a saude obtidas em pacientes ou
participantes, incluindo medidas farmacocinéticas e eventos adversos. Estudos
puramente observacionais (agueles em que a designacdo da intervencdo médica

nao esta a critério do investigador) nao exigirdo registro.
Direitos autorais

Ap0és a aceitacdo de um artigo, o0s autores devem assinar o0
JournalPublishingAgreement (Acordo de Publicagdo de Artigo) (ver mais
informacdes sobre esse item) de forma a atribuir & Associacdo Brasileira de
Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular (ABHH) os direitos autorais do

manuscrito e de quaisquer tabelas, ilustracdes ou outro material submetido para
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publicacdo como parte do manuscrito (o0 “Artigo”) em todas as formas e midias (ja
conhecidas ou desenvolvidas posteriormente), em todo o mundo, em todos 0s
idiomas, por toda a duracao dos direitos autorais, efetivando-se a partir do momento
em que o Artigo for aceito para publicacdo. Um e-mail serd enviado ao autor para
correspondéncia confirmando o recebimento do manuscrito junto com o

JournalPublishingAgreement ou um link para a versao on-line desse acordo.

Direitos do autor

Como autor, vocé (ou seu empregador ou instituicdo) tem certos direitos de redso do

seu trabalho. Maisinformacoes.

A Elsevier apoia o compartilhamento responséavel

Descubra como vocé pode compartilhar sua pesquisapublicada nesta revista.

Papel da fonte de financiamento

Deve-se identificar quem forneceu apoio financeiro para a realizacdo da pesquisa
e/ou preparacdo do artigo e descrever brevemente o papel do(s) patrocinador(es),
se houver, no delineamento do estudo; na coleta, analise e interpretacdo de dados;
na redacdo do manuscrito; e na decisdo de enviar o artigo para publicacdo. Se a
fonte (ou fontes) de financiamento nao teve (ou tiveram) tal participacdo, isso deve

ser mencionado.
Acesso aberto

Esta revista € uma revista revisada por pares, de acesso aberto subsidiado pela
Associacdo Brasileira de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular (ABHH), que
arca com os custos de publicacdo da revista. Os autores ndo precisam pagar
qualquer Taxa para Processamento de Artigo (APC — ArticleProcessing Charge) ou
Taxa de Publicacdo de Acesso Aberto.

A permissao de reuso é definida pela seguinte licenca Creative Commons:

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)
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Para fins ndo comerciais, permite que outros distribuam e copiem o artigo, e 0
incluam em um trabalho coletivo (como uma antologia), desde que se dé crédito

ao(s) autor(es) e desde que nao se altere ou modifique o artigo.
Elsevier Publishing Campus

O Elsevier Publishing Campus (www.publishingcampus.com) € uma plataforma on-

line que oferece palestras gratuitas, treinamento interativo e conselhos profissionais
para apoia-lo na publicacdo de sua pesquisa. A secdo Collegeof Skills oferece
modulos sobre como preparar, escrever e estruturar seu artigo e explica como o0s
editores analisardo o seu artigo quando ele for submetido para publicacdo. Use

€SSes recursos para garantir que sua publicacdo seja a melhor possivel.
Idioma (uso e servicos de edicao)

Por favor, escreva o seu texto em inglés de boa qualidade (britAnico ou americano,
mas ndo uma mistura deles). Os autores que sentirem necessidade de edicdo do
manuscrito na lingua inglesa, para eliminar possiveis erros gramaticais ou
ortograficos de forma a atender a demanda do correto uso do inglés cientifico,

podem contratar o Servico de Edicao da Lingua Inglesa disponivel no WebShop da

Elsevier.
Consentimento informado e detalhes do paciente

Estudos envolvendo pacientes ou voluntarios requerem a aprovacado do comité de
ética e o0 consentimento informado, que devem ser documentados no artigo.
Consentimentos, permissdes e desobrigacbes pertinentes devem ser obtidos
sempre que um autor desejar incluir detalhes de casos ou outras informacfes
pessoais ou imagens de pacientes e de quaisquer outros individuos em uma
publicacdo da Elsevier. Os consentimentos por escrito devem ser mantidos pelo
autor e copias dos consentimentos ou provas de que tais consentimentos foram
obtidos devem ser fornecidos a Elsevier mediante solicitacdo. Para mais

informacdes, reveja a Politica da Elsevier sobre uso de imagens ou informacdes

pessoais de pacientes ou outros individuos. A menos gque vocé tenha permissao por

escrito do paciente (ou, se for o caso, dos parentes mais proximos ou tutores), 0s

detalhes pessoais de qualquer paciente incluido em qualquer parte do artigo e em
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qualquer material complementar (incluindo todas as ilustracdes e videos) devem ser

removidos antes da submissao.
Submissao

Nosso sistema de submisséo on-line € um guia passo-a-passo dos procedimentos
para insercdo dos detalhes do seu manuscrito e para o upload de seus arquivos. O
sistema converte 0s arquivos de seu artigo em um Unico arquivo PDF usado no
processo de revisao por pares (peer-review). Arquivos editaveis (por exemplo, Word,
LaTeX) sdo necessarios para compor seu manuscrito para publicacéo final. Toda a
correspondéncia, incluindo a notificacdo da decisdo do Editor e os pedidos de
revisdo, sdo enviados por e-mail. Por favor, envie seu manuscrito por meio do site:

https://ees.elsevier.com/htct.

PREPARACAO
Revisao por pares (peer review) duplo-cega

Esta revista opera com o sistema de revisdo por pares duplo-cega, o que significa
que os pareceristas ndo tém acesso as informac¢des dos autores e vice-versa. Mais
informacdesestdo disponiveis em nosso site. Para facilitar o processo, devem-se

incluir separadamente 0s seguintes arquivos:

Pagina de abertura (com detalhes do autor): deve incluir o titulo, os nomes dos
autores, as afiliacbes, os agradecimentos e qualquer declaracdo de conflito de
interesse, e 0 endereco completo do autor para correspondéncia, incluindo um

endereco de e-mail.

Manuscrito cego (sem detalhes do autor): o corpo principal do artigo (incluindo
referéncias, figuras, tabelas e quaisquer agradecimentos) ndao deve incluir nenhuma

identificacdo, como os nomes ou as afiliacdes dos autores.
Uso do processador de texto

E importante que o arquivo seja salvo no formato original do processador de texto
utilizado. O texto deve estar em formato de coluna Unica. Mantenha o layout do texto

0 mais simples possivel. A maioria dos codigos de formatagdo serd removida e
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substituida no processamento do artigo. Em particular, ndo use as opc¢des do
processador de texto para justificar texto ou hifenizar palavras. Destagues como
negrito, italico, subscrito, sobrescrito, etc. podem ser usados. Ao preparar tabelas,
se vocé estiver usando uma grade na criacdo das tabelas, use apenas uma grade
para cada tabela individualmente, e ndo uma grade para cada linha. Se nenhuma
grade for utilizada, use a tabulacdo, e ndo espacos, para alinhar as colunas. O texto
eletronico deve ser preparado de forma muito semelhante ao dos manuscritos

convencionais (veja também o Guia para publicar com a Elsevier). Observe que os

arquivos de origem das figuras, das tabelas e dos graficos serdo necessarios,
independentemente se vocé ira embuti-los ou ndo no texto. Veja também a secéo

sobre imagens eletronicas.

Para evitar erros desnecessarios, € aconselhavel usar as funcbes “verificacdo

ortografica” e “verificagdo gramatical” do seu processador de texto.

Estrutura do artigo
Subdivisdo — secfes ndo numeradas

Divida seu manuscrito em sec¢fes claras. Cada subsecao deve ter um titulo proprio,
que aparecera um uma linha separada. As subsecdes devem ser usadas a0 maximo
qguando houver mencgéo a outras partes do mesmo manuscrito: faca referéncia ao

titulo da subsecédo em vez de escrever apenas “anteriormente”, por exemplo.
Introducao

Declare os objetivos do trabalho e contextualize-os, evitando fazer uma reviséo

muito detalhada da literatura e resumir os resultados.
Material e métodos

Descreva em detalhes os métodos empregados para que eles possam ser
reproduzidos. Métodos ja publicados devem ser indicados por uma referéncia

bibliografica: apenas as modificagdes relevantes devem ser explicitadas, neste caso.
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Resultados
Os resultados devem ser apresentados de maneira clara e concisa.
Discussao

Deve explorar o significado dos resultados do trabalho, e ndo simplesmente repeti-
los. Uma secdo combinada de Resultados e Discussdo pode, muitas vezes, ser

apropriada. Evite o excesso de citacdes e de discussédo da literatura.
Conclusdes

As principais conclusdes do estudo podem ser apresentadas em uma breve secéo
de conclusdes, que pode ser uma secao por si sé ou uma subsecdo da Discussao

ou dos Resultados.
Informacdes essenciais para a pagina de abertura

Titulo: Deve ser conciso e informativo. Os titulos costumam ser usados em sistemas

de busca de informacfes. Sempre que possivel, evite abreviacdes e formulas.

Nomes dos autores e afiliagbes: Apresente de maneira clara e precisa os homes e
os sobrenomes de cada de autores, verificando a grafia correta de cada um.
Explicite 0o endereco da afiliacdo dos autores abaixo dos nomes. Indigue todas as
afiliacdes por meio de letras mindsculas sobrescritas apdés o nome de cada autor e
antes de cada afiliacdo. Apresente o endereco de cada afiliacdo, incluindo cidade,
estado e pais, além do e-mail de cada autor. As afiliacbes de cada autor devem ser
apresentadas em ordem decrescente de hierarquia (p.ex. Harvard University,
Harvard Business School, Boston, USA) e devem ser escritas conforme registrado
na lingua do pais de origem (p.ex. Université Paris-Sorbonne; Harvard University,
Universidade de Sao Paulo).

Autor para correspondéncia: Indique claramente quem lidara com todas as trocas
mensagens em todas as etapas de avaliacao, producédo e pés-publicacdo. Assegure-
se de que o e-mail informado esteja correto e de que os contatos do autor para

correspondéncia estejam atualizados.

Endereco atual/permanente: Se um autor se mudou apos o trabalho descrito no

artigo ter sido feito, ou se era um pesquisador-visitante na época, um endereco atual
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(ou endereco permanente) deve ser indicado em nota de rodapé vinculada ao nome
do autor. O endereco no qual o autor de fato realizou o trabalho deve ser mantido
como o principal endereco de afiliagdo. Numerais sobrescritos devem ser usados

para essas notas.
Resumo

E obrigat6rio o envio de um resumo conciso, de ndo mais que 250 palavras. Para os
artigos originais, os mesmos devem ser estruturados, destacando o(s) objetivo(s) do
estudo, método(s), resultado(s) e a(s) conclusdo(des). Para as demais categorias de
artigos, o resumo ndo necessita ser estruturado, porém deve conter as informacdes
importantes para reconhecimento do valor do trabalho. Em ensaios clinicos, ao fim
do resumo deve-se indicar o numero de registro onde o trabalho esta cadastrado.
Abreviacdes ndo padronizadas e incomuns devem ser definidas em sua primeira

menc¢ao No resumo em Si.

O resumo deve indicar de forma breve o objetivo da pesquisa, 0s principais
resultados e as conclusbes mais importantes. Um resumo € frequentemente
apresentado separadamente do artigo, por isso deve ser capaz de ser compreendido
sozinho. Por esse motivo, as referéncias devem ser evitadas, mas, se necessario,

cite o(s) autor(es) e ano(s).
Palavras-chave

Imediatamente apés o resumo, forneca um maximo de 5 palavras-chave, que
definam o tema do trabalho. Por favor, utilize os termos listados no Medical
SubjectHeadings (MeSH), disponiveis em http:// www.nlm.nih.gov/mesh/
meshhome.html. Evite termos gerais e plurais e mdultiplos conceitos (evite, por
exemplo, ‘e’, ‘de’). Use poucas abreviagdes: apenas aquelas firmemente
estabelecidas no campo de pesquisa podem ser escolhidas. Essas palavras-chave

serdo usadas para fins de indexagéo.
Abreviacdes

Defina abreviagbes que ndo sejam padronizadas na area de conhecimento em uma

nota de rodapé na primeira pagina do artigo. Abreviacdes que sejam extremamente
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necessarias no resumo devem ser definidas em sua primeira mencéao ali, bem como

no rodapé. Garanta a consisténcia das abreviacdes ao longo de todo o artigo.
Agradecimentos

Agrupe os agradecimentos em uma secdo separada ao fim do artigo antes das
referéncias e, portanto, ndo os inclua na pagina de abertura, como uma nota de
rodapé para o titulo ou de outra forma. Liste aqui os individuos que ajudaram a
pesquisa de algum modo (por exemplo, fornecendo ajuda linguistica, assisténcia

escrita ou prova de leitura do artigo, etc.).
Formatando as fontes de financiamento

Liste as fontes de financiamento usando a forma padrao para facilitar o cumprimento

dos requisitos do financiador:

Financiamento: Esse trabalho recebeu financiamento do Nationallnstitutesof Health
[nimeros dos financiamentos xxxx, yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation,
Seattle, WA [numero do financiamento zzzz]; e dos United StatesInstitutesof Peace

[ndmero do financiamento aaaa).

Ndo € necessario incluir descricbes detalhadas sobre o programa ou tipo de
financiamento e prémios. Quando a verba recebida é parte de um financiamento
maior ou de outros recursos disponiveis para uma universidade, faculdade ou outra
instituicdo de pesquisa, cite o nome do instituto ou organizacdo que forneceu o

financiamento.
Se nenhum financiamento foi fornecido para a pesquisa, inclua a seguinte frase:

Esta pesquisa ndo recebeu nenhum financiamento especifico de agéncias de

financiamento dos setores publico, comercial ou sem fins lucrativos.
Unidades

Siga as regras e convencgdes internacionalmente aceitas: use o sistema internacional
(SI) de unidades. Se outras unidades forem mencionadas, fornega seu equivalente

em Sl.
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Notas de rodapé

Notas de rodapé devem ser pouco usadas. Numere-as de maneira consistente ao
longo do artigo. Muitos processadores de texto incluem as notas de rodapé no meio
do texto, e esta ferramenta pode ser usada. Se esse n&o for o caso, por favor,
indigue em que posicdo do texto deve entrar a chamada para a nota de rodapé e

apresente a nota em si separadamente, ao fim do texto.
Imagens
Manipulagdo de imagens

Embora seja aceito que os autores as vezes precisem manipular imagens para obter
maior clareza, a manipulacdo para fins de dolo ou fraude sera vista como abuso
ético cientifico e sera tratada de acordo. Para imagens graficas, esta revista aplica a
seguinte politica: nenhum recurso especifico pode ser aprimorado, obscurecido,
movido, removido ou introduzido em uma imagem. Os ajustes de brilho, contraste ou
equilibrio de cores sdo aceitaveis se, e enquanto nao obscurecerem ou eliminarem
qualquer informacédo presente no original. Os ajustes nao lineares (por exemplo,

alteracdes nas configuracdes de gama) devem ser divulgados na legenda da figura.
Imagens eletrbnicas Pontos gerais

Certifique-se de usar letras uniformes e de ajustar as dimensfes da sua imagem

original.

Fontes sugeridas: Arial (ou Helvetica), Times New Roman (ou Times), Symbol,

Courier.

Numere as ilustragbes de acordo com a sequéncia em que aparecem no texto.
Use uma convencgdo légica para nomear seus arquivos de ilustracoes.

Envie legenda para cada uma das ilustragdes.

Envie as ilustragbes em um tamanho préximo ao que se deseja publicar.

Envie cada ilustracdo em um arquivo em separado.

Um guia detalhado sobre imagens eletronicasesta disponivel.
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Vocé € convidado a visitar este site; alguns trechos das informacdes

detalhadas sao fornecidos aqui.
Formatos

Se as suas imagens eletronicas forem criadas em um aplicativo do Microsoft Office

(Word, PowerPoint, Excel), fornega “como esta” no formato de documento original.

Independentemente do aplicativo utilizado que ndo seja o Microsoft Office, quando
sua imagem eletrG-nica for finalizada, utilize “Salvar como” ou converta as imagens
para um dos seguintes formatos (observe os requisitos de resolugéo para desenhos
em linha continua, meio-tom e combinacdes de desenho/ meio-tom descritos a

sequir).
EPS (ou PDF): Desenhos vetoriais, incorporar todas as fontes utilizadas.

TIFF (ou JPEG): Fotografias em cores ou em tons de cinza (meios-tons), mantenha
um minimo de 300 dpi. TIFF (ou JPEG): Desenho de linha de bitmap (pixels pretos e

brancos puros), mantenha um minimo de 1000 dpi.

TIFF (ou JPEG): Combinagdes de linha de bitmap/meio-tom (colorido ou escala de

cinza), mantenha um minimo de 500 dpi.
Por favor ndo:

Forneca arquivos otimizados para o uso da tela (por exemplo, GIF, BMP, PICT,
WPGQG); esses formatos tipicamente tém um baixo nimero de pixels e um conjunto

limitado de cores;

Forneca arquivos com resolugdo muito baixa;

Envie graficos desproporcionalmente grandes para o contetudo.
Imagens coloridas

Por favor certifique-se de que os arquivos de imagens estdo em um formato
aceitavel (TIFF [ou JPEG), EPS [ou PDF] ou arquivos do MS Office) e com a
resolucéo correta. Se, juntamente com o seu artigo aceito, vocé enviar figuras de cor

utilizaveis, a Elsevier assegurara, sem custo adicional, que essas figuras aparecerao
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em cores on-line (por exemplo, ScienceDirect e outros sites) independentemente de

essas ilustracdes serem ou ndo reproduzidas na versao impressa.
Servicos de ilustracao

O Elsevier'sWebShopoferece servicos de ilustracdo aos autores que estdo se

preparando para enviar um manuscrito, mas estdo preocupados com a qualidade
das imagens que acompanham o artigo. Os experientes ilustradores da Elsevier
podem produzir imagens cientificas, técnicas e de estilo médico, bem como uma
gama completa de quadros, tabelas e graficos. O “polimento” da imagem também
esta disponivel; nossos ilustradores trabalham suas imagens e as aprimoram para

um padrao profissional. Visite o site para saber mais a respeito disso.
Legendas de figuras

Certifique-se de que cada figura tenha uma legenda. Forneca as legendas
separadamente, ndo anexadas as figuras. Uma legenda deve incluir um breve titulo
(n&o na figura em si) e uma descricdo da ilustragdo. Mantenha o texto curto nas
ilustracbes propriamente ditas, mas explique todos os simbolos e abreviacdes

utilizados.
Tabelas

Por favor, envie as tabelas como texto editavel e ndo como imagem. As tabelas
podem ser colocadas ao lado do texto relevante no artigo, ou em paginas separadas
no fim. Numere as tabelas de forma consecutiva de acordo com sua ordem no texto
e coloque as notas de tabela abaixo do corpo da mesma. Seja moderado no uso das
tabelas, e assegure-se de que os dados apresentados nas mesmas nao duplicam os
resultados descritos em outro lugar no artigo. Evite usar grades verticais e

sombreamento nas células da tabela.
Referéncias
Citacao no texto

Certifique-se de que todas as referéncias citadas no texto também estao presentes
na lista de referéncias (e vice-versa). Qualquer referéncia citada no resumo deve ser

fornecida na integra. Nao recomendamos o uso de resultados ndo publicados e
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comunicacdes pessoais na lista de referéncias, mas eles podem ser mencionados
no texto. Se essas referéncias estiverem incluidas na lista de referéncias, elas
devem seguir o estilo de referéncia padrdao da revista e devem incluir uma
substituicio da data de publicagdo por “Resultados n&o publicados” ou
“Comunicacao pessoal’. A citagcdo de uma referéncia como in press implica que o

item foi aceito para publicacao.
Links de referéncias

Maior exposicao da pesquisa e revisao por pares de alta qualidade sdo asseguradas
por links on-line as fontes citadas. Para permitir-nos criar links para servigos de
resumos e indexacdo, como Scopus, CrossRef e PubMed, assegure-se de que 0s
dados fornecidos nas referéncias estéo corretos. Lembre-se que sobrenomes, titulos
de revistas/livros, ano de publicacédo e paginacédo incorretos podem impedir a criagao
de links. Ao copiar referéncias, por favor tenha cuidado, porque as mesmas ja
podem conter erros. O uso do DOl — identificador de objeto digital (Digital

Objectldentifier) é encorajado.

Um DOI pode ser usado para citar e criar um link para artigos eletrbnicos em que um
artigo esta in press e detalhes de citacdo completa ainda ndo sdo conhecidos, mas o
artigo esta disponivel on-line. O DOI nunca muda, entdo vocé pode usa-lo como um

link permanente para qualquer artigo eletrénico.

Um exemplo de uma citagdo usando um DOI para um artigo que ainda nao foi
publicado é: VanDecar JC, Russo RM, James DE, Ambeh WB, Franke M.
AseismiccontinuationoftheLesserAntillesslabbeneathnortheastern ~ Venezuela. J
Geoph Res. 2003. https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Por favor, observe que o
formato dessas citagcbes deve seguir 0 mesmo estilo das demais referéncias no

manuscrito.
Referéncias da web

A URL completa deve ser fornecida e a data em que a referéncia foi acessada pela
ultima vez. Qualquer informagédo adicional, se conhecida (DOI, nomes de autores,

datas, referéncia a uma publicacdo-fonte etc.), também deve ser fornecida.

Referéncias de dados
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Esta revista sugere que vocé cite conjuntos de dados subjacentes ou relevantes em
seu manuscrito citando-os em seu texto e incluindo uma referéncia de dados em sua
lista de referéncias. As referéncias de dados devem incluir os seguintes elementos:
nome(s) do(s) autor(es), titulo do conjunto de dados, repositorio de dados, verséo
(quando disponivel), ano e identificador persistente. Adicione [conjunto de dados]
imediatamente antes da referéncia para que possamos identifica-la corretamente
como uma referéncia de dados. O identificador [conjunto de dados] ndo aparecera

no seu artigo publicado.
Referéncias a mesma edicdo especial

Por favor, assegure-se de incluir as palavras “esta edigdo” a referéncias (e suas
citacbes no texto) feitas a qualquer outro artigo publicado na mesma edicao

especial.
Estilo de referéncias

Indique as referéncias por numeros sobrescritos no texto. Os autores podem até ser
mencionados no corpo do texto, mas o numero da referéncia deve ser sempre
informado. Numere as referéncias na listagem de acordo com a ordem em que
aparecem no texto. A formatacdo deve basear-se nos “UniformRequirements for
ManuscriptsSubmittedtoBiomedicalJournals” propostos pelo
InternationalCommitteeof Medical JournalEditors (atualizados em 2009) conforme
exemplos a seguir: os titulos de periddicos deverdo ser abreviados de acordo com o
estilo apresentado pela ListofJournalsindexed in Index Medicus da National Library
of Medicine (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez). Cite todos os autores, se

houver até seis e ap0s 0 sexto acrescente a expressao et al.
Exemplos de referéncias

Artigos de periodicos: Padley DJ, Dietz AB, Gastineau DA.
Sterilitytestingofhematopoietic progenitor cellproducts: a single-institution series
ofculture-positive rates andsuccessfulinfusionofculture-positive products.
Transfusion. 2007;47(4):636-43.

Livros:Chalmers J. Clinician’s manual onbloodpressureandstrokeprevention. 3rd ed.

London: Science Press; 2002. 70 p.



59

Richardson MD, Warnock DW. FungallnfectionDiagnosisand Management. 2nd ed.
Oxford: Blackwell Science Ltd; 1997.249 p.

Capitulos de livros: F. Reyes. Lymphocytedifferentiation. In P Solal-Céligny, N
Brousse, F Reyes, C Gisselbrecht, B Coiffier. Non-Hodgkin'sLymphomas. Paris:
EditionsFrison-Roche; 1993. p.19-29.

Anais: Souza AM, Vaz RS, Carvalho MB, Arai Y, Hamerschilak B. Prevaléncia de
testes sorolégicos relacionados a hepatitis B e ndo-A, ndo-B em doadores de
sangue. In: 190 Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia / 260
Congresso da Sociedade Brasileira de Hematologia e Hemoterapia; 2003 Ago 6-9;
Séo Paulo, 2003. Anais. p.103.

Teses: Sandes AF. Caracterizacdo imunofenotipica da diferenciacdo eritrocitaria,
granulocitica e megacariotica em pacientes com sindromes mielodisplasicas [thesis].
Séo Paulo: Universidade Federal de S&o Paulo; 2009. 126p.

Fonte para os titulos abreviados das revistas

O nome da revista cientifica deve ser abreviado de acordo com a Lista mundial de

titulos abreviados.

Video

A Elsevier aceita material de video e sequéncias de animacdo para apoiar e
aprimorar suas pesquisas cientificas. Os autores que tém arquivos de video ou
animacao que desejam enviar com seu artigo sdo fortemente encorajados a incluir
links para estes dentro do corpo do artigo. Isso pode ser feito da mesma maneira
que uma figura ou tabela, referindo-se ao conteddo de video ou animacdo e
mostrando no corpo do texto onde ele deve ser colocado. Todos o0s arquivos
enviados devem ser devidamente identificados de modo que se relacionem
diretamente com o conteudo do arquivo de video. Para garantir que seu video ou
material de animacgéo esteja apropriado para uso, por favor fornegca os arquivos em
um dos nossos formatos de arquivo recomendados com um tamanho maximo total
de 150 MB. Qualquer arquivo Unico ndo deve exceder 50 MB. Os arquivos de video
e animacéao fornecidos serdo publicados on-line na versao eletrénica do seu artigo

nos produtos de web da Elsevier, incluindo o ScienceDirect. Por favor fornega
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imagens estaticas com seus arquivos: vocé pode escolher qualquer quadro do video
ou animacgdao ou fazer uma imagem separada. Essa imagem estatica sera usada em
vez de icones padrdo, para personalizar o link para seus dados de video. Para obter

instru¢cbes mais detalhadas, visite nossas paginas de instruces de video. Nota: uma

vez que o video e a animacdo nao podem ser incorporados a versao impressa da
revista, por favor forneca o texto para ambas as versdes eletronica e impressa para

as partes do artigo que se referem a esse conteudo.
Material suplementar

Materiais suplementares, como tabelas, imagens e clipes de som, podem ser
publicados com seu artigo para aprimora-lo. Os itens suplementares enviados sédo
publicados exatamente como sao recebidos (arquivos do Excel ou PowerPoint
aparecerao dessa forma on-line). Por favor, envie seu material junto com o artigo e
forneca uma legenda concisa e descritiva para cada arquivo suplementar. Se vocé
deseja fazer alteracbes no material suplementar durante qualquer etapa do
processo, certifique-se de fornecer um arquivo atualizado. N&o anote quaisquer
correcbes em uma versdo anterior. Por favor, desabilite a opgao “Controlar

alteragdes” nos arquivos do Microsoft Office, pois estas aparecerdo na versao

publicada. Para instrucbes mais detalhadas, visite nossa pagina de instrucdes para

arquivos de imagem e outras midias.

Dados de pesquisa

Esta revista incentiva e permite que vocé compartilihe dados que suportem a
publicacdo de sua pesquisa onde for apropriado, e permite que vocé interligue os
dados com seus artigos publicados. Dados de pesquisa referem-se aos resultados
de observacdes ou experimentacdo que validam os achados da pesquisa. Para
facilitar a reprodutibilidade e o retso dos dados, esta revista também o incentiva a
compartilhar seu software, coédigo, modelos, algoritmos, protocolos, métodos e

outros materiais Uteis relacionados com o projeto.

A seguir sdo mostradas varias maneiras pelas quais vocé pode associar dados ao
seu artigo ou fazer uma declaracao sobre a disponibilidade de seus dados ao enviar
seu manuscrito. Se estiver compartilhando dados de uma dessas maneiras, vocé é

encorajado a citar os dados em seu manuscrito e na lista de referéncias. Consulte a
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secao “Referéncias” para obter mais informacgdes sobre a citacdo de dados. Para
obter mais informacdes sobre o depdsito, compartiihamento e uso de dados de

pesquisa e outros materiais de pesquisa relevantes, visite a pagina de Dados de
Pesquisa.

Data linking

Se vocé disponibilizou seus dados de pesquisa em um repositério de dados, é
possivel vincular seu artigo diretamente ao conjunto de dados. A Elsevier colabora
com uma seérie de repositérios para vincular artigos no ScienceDirect a repositorios
relevantes, dando aos leitores acesso a dados subjacentes que lhes dard uma

melhor compreenséo da pesquisa descrita.

Existem diferentes maneiras de vincular seus conjuntos de dados ao seu artigo.
Quando disponivel, vocé pode vincular diretamente seu conjunto de dados ao seu
artigo, fornecendo as informacdes relevantes no sistema de submissdo. Para mais

informacdes, visite a pagina de vinculacédo de bancos de dados.

Para os repositorios de dados suportados, um banner do repositério aparecera

automaticamente ao lado do seu artigo publicado no ScienceDirect.

Além disso, vocé pode vincular a dados ou entidades relevantes através de
identificadores dentro do texto de seu manuscrito, utilizando o seguinte formato:
Banco de Dados: xxxx (por ex., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Declaragéo de dados

Para promover a transparéncia, encorajamos os autores a declarar a disponibilidade
de seus dados ao submeter o artigo. Isso pode ser um requisito da instituicdo de
fomento. Caso seus dados ndo estejam disponiveis para acesso ou ndo forem
adequados para publicacdo, vocé tera a oportunidade de descrever o motivo durante
0 processo de submissao, afirmando, por exemplo, que os dados da pesquisa sao

confidenciais. Caso submeta este formulario com 0 seu manuscrito como um

material suplementar, esta declaragdo aparecera junto ao seu artigo publicado no

ScienceDirect.

Depdsito dos dados e vinculagéo
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A Elsevier encoraja e apoia os autores a compartilhar os dados brutos relacionados
com o0 manuscrito enviado. Quando possivel, é estabelecido um hyperlink entre o

artigo e os dados. Mais informag6es sobre o depdsito, compartilhamento e uso de

dados de pesquisa.

APOS O ACEITE
Correcao de provas on-line

O autor para correspondéncia recebera um link para o nosso sistema de provas on-
line, que permite comentar e corrigir a prova do artigo on-line. O ambiente é similar
ao Microsoft Word: além de editar o texto, o autor também podera fazer comentarios
sobre tabelas e figuras e responder as questdes feitas por nossos corretores de
texto. O servico de correcdo de provas on-line promove um processo mais rapido e
menos sujeito a erro, permitindo que o autor digite diretamente no texto as suas

correcdes, eliminando a possibilidade de erro por insercdo de outrem.

Se preferir, 0 autor para correspondéncia pode optar por incluir seus comentarios no
PDF e fazer o upload desse PDF comentado. Todas as instru¢cbes sobre como
revisar as provas do artigo serdo enviadas por e-mail, bem como as outras maneiras

de se revisar a prova on-line ou em PDF.

Faremos o possivel para publicar o seu artigos rapidamente e com precisao. Por
favor, use essa prova apenas para revisar a diagramacéao e a edicdo, a completude
do texto, de tabelas e figuras. Mudancas significativas nos artigos aceitos para
publicacdo serdo consideradas neste estagio apenas com permissao do Editor-chefe
da revista. E importante que todas as correcdes necessarias sejam enviadas em
uma unica comunicacao. Por favor, revise com calma o seu retorno a prova, pois a
inclusdo de corre¢cfes subsequentes ndo € garantida. A revisdo da prova do artigo €

de responsabilidade exclusiva do autor.
PERGUNTAS DOS AUTORES

Acesse 0 Elsevier SupportCenterpara encontrar respostas as suas perguntas. Neste

link, vocé podera encontrar as perguntas frequentes e meios de nos contatar.
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