A Doenca de von Willebrand (DvW) €é um disturbio
hemorragico resultante de alteracdes genéticas no gene do
FYW - responsavel pela sintese da proteina FYW - que se
situa no braco curto do cromossomo 12 e possui 178 kb
distribuidas em 52 éxons. A DvW é causada por alteracdes
guantitativas ou qualitativas no gene do FvW, uma
glicoproteina plasmatica que medeia a agregacao
plaquetaria nos locais de rompimento dos vasos sanguineos;
além de se ligar ao Fator VIII, protegendo-o da degradacao
pela acao de proteases presentes no plasma. Alteracoes
guantitativas causam a DvW tipo 1 e tipo 3, sendo que
pacientes do tipo 1 apresentam niveis reduzidos de FvW
(entre 3-50%) e pacientes tipo 3 niveis de FvW menores que
3%, enquanto que anormalidades qualitativas causam a
DvW tipo 2. O padrao de heranca é autossdmico recessivo,
sendo que os afetados podem ser homozigotos ou
heterozigotos compostos. .,
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Figura 1: Estrutura primaria do Fator de von Willebrand. A figura mostra uma
pré-sequéncia, o propeptideo, o FvW maduro e seus dominios de ligacao.

O presente trabalho esta integrado a um projeto que visa a
deteccao de mutacdes em pacientes com DvW tipo 3, no Rio
Grande do Sul. Neste estudo foi analisada a regiao do éxon
28 do gene do FvW, que codifica os Dominios Al, A2 e parte
do Dominio A3 da proteina.

No estudo foram incluidos 30 pacientes sem parentesco,
diagnosticados previamente com a DvW tipo 3. O DNA destes
pacientes foi extraido de leucocitos do sangue periférico
atravées de método nao enzimatico descrito por
Lahiri&Nurnberger (1991). O fragmento relativo ao éxon 28
foi amplificado por PCR, sendo confirmado por eletroforese
em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo, e os
amplicons foram preparados para o0 sequenciamento
utilizando as enzimas Exonuclease | e Shrimp Alkaline
Phosphatase. As amostras foram entao encaminhadas a uma
empresa terceirizada que realizou o sequenciamento.

As sequéncias obtidas apds o sequenciamento foram
comparadas com a sequéncia referéncia do FvW do banco de
dados NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), através do
alinhamento pelo programa CodonCodeAligner
implementado no MEGA 5.04. A predicao do efeito das
mutacdes sem sentido foi realizada utilizando cinco
algoritmos  diferentes: PolyPhen-2  (Polymorphism
Phenotyping v2), SiFT (SortingintoleranttoTolerant), HOPE
(HaveyOurProteinExplained), Mutation Taster e PROVEAN
(ProteinVariationEffectAnalyzer).
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Até o momento foram encontradas 8 mutacoes de sentido trocado
na regiao que corresponde ao Dominio Al da proteina, sendo elas:
Vall279lle, Illel343Val, Vall360Ala, Phel369lle, Ser1378Phe,
Arg1379Cys, Thr1381Ala e Ser1442Gly.

As tabelas 1 e 2 mostram o efeito das mutacdes encontradas
conforme os diferentes algoritmos utilizados.

Tabela 1: Efeito das mutacdes no FvW, conforme os diferentes algoritmos.

I ALGORITMO
Polyphen-2 SIFT PROVEAN  Mutation Taster
Val1279lle benigna tolerado neutra causa doenca
lle1343Val benigna tolerado neutra causa doenca
Val1360Ala  provavel dano  tolerado neutra causa doenca
Phe1369lle  provavel dano prejudicial neutra causa doenca
Ser1378Phe provavel dano  prejudicial deletéria polimorfismo
Arg1379Cys provavel dano prejudicial  deletéria polimorfismo
Thr1381Ala benigna tolerado neutra polimorfismo
Ser1442Gly benigna tolerado neutra polimorfismo

Tabela 2: Efeito das mutacdes no FvW, conforme o software HOPE.

Mutacio HOPE
Val1279lle residuo mutante € maior
lle1343Val residuo mutante € menor
Val1360Ala residuo mutante € menor
Phe1369lle residuo mutante € menor
Ser1378Phe residuo mutante € maior, mais hidrofobico
Arg1379Cys perda de carga .DOSfitiva, rt_asiduo mutante
mais hidrofoébico

Thri381Ala residuo mutante menor, mais hidrofobico
Ser1442Gly residuo mutante € menor

A partir destes dados, podemos observar que houve discrepancias
guanto aos efeitos das substituicoes de aminoacidos nos diferentes
softwares, isso ocorre de acordo com a maneira que o programa
realiza os calculos de predicao e, conforme o banco de dados que
alimenta o programa.
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Figura 2: Diferenca entre a estrutura dos residuos de aminoacidos normal (arginina) e
mutante (cisteina), resultantes da mutacao Arg1379Cys.

Para que se obtenha a caracterizacao completa das mutacdes
estudadas, outros aspectos devem ser analisados, como: o
potencial eletroestatico, a carga e a polaridade dos aminoacidos, a
influéncia na estrutura secundaria, bem como as interacdes
intramoleculares e intermoleculares existentes no FYW . Portanto,
os estudos seguem para um melhor entendimento sobre
modificacdes no FYW que podem influenciar no fenotipo da DvW
tipo 3.
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