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Andlise estrutural de mutacGes no gene F8 em pacientes com Hemofilia A
Stelmach, Lara H., Salzano, Francisco M.
tUniversidade Federal do Rio Grande do Sul

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

Este trabalho tem como objetivo analisar e correlacionar diferengas estruturais e
funcionais em mutacbes de sentido trocado previamente identificadas em pacientes com
hemofilia A no Rio Grande do Sul, estabelecendo a relacdo gendtipo-fen6tipo para cada caso.

Foram analisadas 12 mutagOes de sentido trocado localizadas na cadeia leve do FVIII,
identificadas em estudos anteriores. Com o intuito de avaliar a patogenicidade das
substituicdes, foram verificados bancos mundiais de variantes (1000 genome browser e USCS
genome Browser) e realizadas predicdes 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 mutacOes 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 informacdes 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 implementacdo da interface Chimera. Neste estudo, foi possivel
identificar alteracGes eletrostaticas na superficie de 9 das 12 mutagdes (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 ndo houve alteracGes no potencial eletrostatico (25%) foram agrupadas com a estrutura
selvagem. Verificamos também que muitos modelos apresentaram alteracfes nas ligacdes de
hidrogénio e/ou modificacdes em sua hidrofobicidade. Além disso, a troca de aminoacidos
resultou na perda de uma ponte dissulfeto em uma das mutacdes do estudo. As diferencas
estruturais observadas a partir das substituicdes de aminoacidos modificam propriedades
importantes para a funcdo do FVIII, podendo contribuir para o fendtipo encontrado nos
pacientes com hemofilia A.



