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/ Introducao \

A hemofilia A (HA) é um disturbio hemorragico hereditario ligado ao cromossomo X, causado pela reducao ou ausencia
da atividade do fator VIII da coagulacao (FVIIL:C) e resultante de mutacoes heterogeneas no gene do F8. Esse gene
compreende 186 kb, consistindo em um dos maiores genes humanos (0,1% do cromossomo X), e € constituido por 26
exons. Cerca de 50% dos individuos afetados apresentam a forma grave da doencga, caracterizada por FVIIL:C<1% e
historico clinico de sangramentos espontaneos ou apos traumas leves, dentre os quais hematomas e hemartroses sao
caracteristicos. Mais de 700 mutacoes associadas com a HA grave ja foram descritas em diferentes populacoes, sendo as
kmversées dos introns 22 e 1 mais comumente encontradas (40-50% e 5%, respectivamente). /

£ Objetivos Y Resultados e Discussao

Os objetivos gerais deste trabalho foram: 1) obter um Em uma analise previa de 6 éxons sequenciados (1,3,7,6,16 e

perfil de alteracoes geneticas associadas com a 26D), conforme indica a tabela 1, foram detectadas: 3

doenca; e 2) avaliar o potencial patogenico das mutacOes de sentido trocado no exon 3 (Ile76Thr, Asn90Tyr,
\mesmas por meio de ferramentas de bioinformatica. 4 Ser109Pro) e 1 mutacao sem sentido no exon 7 (Gly247%).

Tais mutacoes nao foram detectadas no grupo controle,

sugerindo a associacao das mesmas com a hemofilia. As

mutagoes no exon 3 conferem um provavel dano a proteina,

Materiais e Métodos

B p ° 48 pacientes com HA grave e resultado pela obtencao de um score de 0.99 e ndo estdo descritas na
." negativo para as inversoes dos introns literatura, enquanto que a mutac¢do sem sentido no éxon 7
= 22el esta descrita no banco de dados online HAMSTeRS

* 100 individuos nao-atetados [http://hadb.org.uk/]. As mutagdes encontradas estdo

situadas no dominio Al da proteina, no qual foram descritos
sitios de ligacao ao Ca** e Cu*? (figura 1) que apresentariam
um papel importante no enovelamento da proteina.

Extracao de DNA por Salting-out

Purificacao dos produtos da PCR

Enzimas: Exonuclease I e Shrimp Figura 1. Estrutura tridimensional do FVIII com

Alkaline Phosphatase o dominio B deletado (fisiologicamente
_ ﬁ removido apoOs a ativacao catalitica). A partir da

! Seangii 1] ~ - r g
— i observagao de regioes de homologia interna na

sequencia da proteina, foram estabelecidos 3
dominios estruturais diferentes A, B e C;
abreviados como  NH,-A1-A2-B-A3-C1-C2-
COOH. O FVIII se liga a dois ions cobre (em
verde), em sitios internos aos dominios Al e A3.
Esses ions cobre estao localizados proximos, mas
nao na interface do dominio, indicando que seu
papel em aumentar a interagcao entre a cadeia
leve (dominios Al, A2 e B) e a cadeia pesada (A3,

C1l e C2) ¢é indireto. Acredita-se que, entre os residuos 108-124, exista um

sitio de ligacao ao calcio (em laranja) com papel na manutencao da interface
entre os dominios C2 e Al. Adaptado de Chi Ki Ngo et al. (2008).
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Tabela 1. Descricao das mutacoes detectadas nos pacientes incluidos no estudo, considerando-se uma analise
preliminar de 6 éxons sequenciados do gene do F8.

Exon Mutacao Substituicao de Tipo de Inibidores HAMSTeRS Polyphen

aminoacido mutacao
c.284 T>C p.Ile76Thr
3 c.325 A>T p-Asn90Tyr Sentido trocado Nao Nao descrita Dano provavel
c.382 T>C p. Ser109Pro (0.99)
7 c.796 G>T p.Gly247* Sem sentido Sim Descrita -

/ Conclusao \

Os dados apresentados contribuem para o estabelecimento de uma relacao estrutura-funcao, através da identificacao

de novas mutacoes no gene do F8 e seus provaveis efeitos. Alem disso, o estudo € o primeiro a abordar, em nosso

estado, a caracterizacao molecular das mutagoes genicas em pacientes com HA grave, aspecto importante para a
\avaliagéo das manifestagOes clinicas, a elaboracao de terapias diferenciadas e o aconselhamento genetico. -
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