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RESUMO

A hemoglobina Fetal (Hb F), formada por duas cadeias globinicas alfa (o) ¢ duas gama (y) (a2
v2), apresenta expressao reduzida em individuos adultos, variando de 0% a 1% do total de
hemoglobinas. Os niveis aumentados de Hb F sdo decorrentes de mutagdes na familia B-
globina, que originam a Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal (PHHF) e a Delta-
Beta Talassemia (3p-Talassemia). O controle na producdo se da por regido reguladora e por
regides ndo pertencentes a familia B-globina, dentre elas 2916, 6923, 8q e Xp22.2. Os
objetivos do presente trabalho consistiram em verificar a presenca e a frequéncia de duas
mutagdes para a of-Talassemia, do polimorfismo Xmnl e dos haplotipos B-globina em
individuos saudaveis com Hb F aumentada do estado de Séo Paulo. Foram analisadas 60
amostras de sangue periférico de individuos adultos, saudaveis e sem queixa de anemia.
Foram separadas em dois grupos de estudo, de acordo com os niveis de Hb F em grupo | - 34
amostras com Hb F variando de 2% a 15%; e grupo Il - 26 amostras com niveis de Hb F
superiores a 15%. Em relacdo aos polimorfismos analisados, foram encontrados trés
individuos heterozigotos (5%) para a mutacdo op-Talassemia Espanhola, pertencentes ao
grupo I, cujos niveis de Hb F estavam dentro da faixa de normalidade. A mutagdo of-
Talassemia Siciliana ndo foi encontrada, fato que requer a investigacdo de outros
polimorfismos relacionados ao aumento de Hb F na vida adulta. A frequéncia do
polimorfismo Xmnl foi de 33,3% e os niveis médios de Hb F foram de 15,48 + 11,69%. A
frequéncia observada em nosso estudo para esse sitio polimorfico € maior do que os achados
da literatura para individuos saudaveis. Esse polimorfismo foi mais presente em individuos
com concentracfes de Hb F abaixo de 15%. Para quatro das amostras positivas para esse
polimorfismo os niveis de Hb F foram explicados pela presenca das mutacdes para PHHF e
dp-Talassemia Espanhola, de modo que a presenga do sitio polimorfico Xmnl ndo foi
determinante para influenciar a expressdo dos genes da y-globina. Em relagdo aos haplotipos
B-globina, foram encontrados 18 alelos e 27 padrbes genotipicos distintos. O padrdo
genotipico mais frequente foi o Atpl/Atp2 (13,72%). Dos 18 alelos, foram observados 13
atipicos. Nossos achados apontaram o hapldtipo V como o mais frequente (27,45%), seguido
pelos haplotipos atipicos Atp2 (13,72%) e Atpl (11,76%), e estes apresentaram maior relacéo
com a presenca de PHHF e com o polimorfismo Xmnl. A frequéncia elevada do haplotipo V
nas nossas amostras e a alta frequéncia de haplotipos atipicos podem refletir um intenso grau
de miscigenacdo na populacdo avaliada, sugerindo uma caracteristica multiétnica para a
populacdo brasileira, com necessidade de avaliacdo de marcadores genéticos populacionais
para corroborar tal hipotese.

Palavras-chave: Hb F. 5p-Talassemia. Polimorfismo Xmnl. Haplétipos B-globina.



ABSTRACT

Fetal Hemoglobin (Hb F), formed by two alpha globin chains (o) and two gamma chains (y)
(o v%), has reduced expression in adults, ranging from 0% to 1% of total hemoglobin.
Increased levels of Hb F are due to mutations in B-globin family, which cause the Hereditary
Persistence of Fetal Hemoglobin (HPFH) and Delta-Beta Thalassemia (5p3-Thalassemia). The
control of the production takes place by the regulatory region and regions outside the p-globin
family, among them 2q16, 6923, 8q and Xp22.2. The aims of this study were to verify the
presence and frequency of two mutations for 6p-thalassemia, of the Xmnl polymorphism and
B-globin haplotypes in healthy individuals with increased Hb F of the state of Sao Paulo. We
analyzed 60 samples of peripheral blood of adults, healthy and without complaints of anemia.
The samples were separated into two groups, according to the Hb F levels in group | - 34
samples with Hb F ranging from 2% to 15% and group I1 - 26 samples with Hb F levels above
15%. In relation to the polymorphisms examined, we found three heterozygous individuals
(5%) for Spanish 6p-thalassemia, belonging to group I, whose Hb F levels were within the
normal range. The Sicilian 6p-thalassemia mutation was not found, fact that requires the study
of other polymorphisms related to the increase of Hb F in adult life. The frequency of Xmnl
polymorphism was 33.3% and the mean Hb F levels were 15.48 + 11.69%. The frequency
observed in our study to this polymorphic site is higher than the findings in the literature for
healthy subjects. This polymorphism was more prevalent in individuals with Hb F
concentrations below 15%. For four samples positive for this polymorphism, the Hb F levels
were explained by the presence of HPFH and Spanish dB-Thalassemia mutations, so that the
presence of Xmnl polymorphic site was not determinative to influence the y-globin genes
expression. Regarding B-globin haplotypes, were found 18 alleles and 27 distinct genotypic
patterns. The pattern Atpl/Atp2 was the most frequent genotype (13.72%). Of the 18 alleles
were observed 13 atypical patterns. The results shows that the haplotype V was the most
frequent (27.45%), followed by atypical Atp2 (13.72%) and Atpl (11.76%), and showed
higher correlation with the presence of HPFH and Xmnl polymorphism. The high frequency
of haplotype V in our samples and high frequency of atypical haplotypes may reflect a high
rate of miscegenation in this population, suggesting an ethnic characteristic for the Brazilian
population, requiring the evaluation of population genetic markers to corroborate this
hypothesis.

Key-words: Hb F. 5p-Thalassemia. Xmnl polymorphis. -globin haplotypes.
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1 Introducédo

1.1 As Hemoglobinas Humanas

A molécula de hemoglobina é uma proteina globular constituida por quatro
subunidades: duas cadeias do tipo alfa (o) e duas do tipo beta (B). Cada uma dessas
subunidades é composta de uma fracdo protéica, a globina, e de um grupo prostético, o heme,
que contém uma molécula de ferro que se combina ao oxigénio, fazendo com que a
hemoglobina seja capaz de transporta-lo (HONIG; ADAMS 11, 1986).

Os genes da hemoglobina humana estdo localizados em duas familias génicas,
denominadas a (alfa) e B (beta) globina. A familia de genes a esta localizada no brago curto
do cromossomo 16 e cada gene codifica uma cadeia polipeptidica que totaliza 141
aminodcidos. Essa familia € composta por trés genes inativos, os pseudogenes (Y, ya e yp),
trés genes funcionais (, ay e o) e dois genes com fungbes ndo identificadas in vivo (u e 01)
(WEATHERALL, CLEGG, 2001a). A familia de genes B-globina esta localizada no brago
curto do cromossomo 11 e cada gene codifica uma cadeia polipeptidica que apresenta 146
aminoacidos. Essa familia é composta por um pseudogene (yp) e cinco genes funcionais,
expressos na mesma ordem em que estdo dispostos no segmento de DNA (5’ - ¢ VG A8 P -
3’) (GROSVELD et al., 1993; DILLON et al., 1997).

Durante a ontogenia das cadeias globinicas, os eritrocitos expressam diferentes genes
pertencentes as familias a ¢ B-globina e a mudanca na expressdo dos mesmos ocorre em dois
estagios distintos do desenvolvimento: (1) do periodo embrionario para o fetal, no inicio da
gestacdo, e que envolve a mudanca na expressdo de ambas as globinas alfa [zeta ({) por alfa
(o)] e beta [épsilon (€) por gama (y)]; e (2) do periodo fetal para o adulto, envolvendo a
mudanca apenas na beta globina [y por beta (B)] (STAMATOYANNOPOULOS;
GROSVELD, 2001). A Figura 1 ilustra a localizacdo dos genes e a expressdo tempo-

especifica.
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Figura 1. Localiza¢do cromossémica das familias a e B-globina e composicdo das moléculas formadas em cada
periodo do desenvolvimento (embrionéario, fetal e adulto). Caixa vazia — pseudogene; caixa cheia — gene
funcional (modificado de MANCA; MASALA, 2008).

1.2 Organizagao estrutural dos genes globinicos

Em geral, os genes globinicos sdo compactos e divididos em trés exons e dois introns
(HONIG; ADAMS 111, 1986). O segundo intron dos genes y apresenta tamanho diferente do
primeiro devido a presenca de uma sequéncia polimorfica, a repeticdo dinucleotidica
(TG)n(CG)m, na regido 3. Alguns autores sugerem o possivel envolvimento dessa sequéncia
de microssatélite como potencial modulador da sintese de hemoglobina fetal (Hb F)
(SLIGHTON et al., 1980; MANCA; MASALA, 2008). Os genes gama (y), cuja expressdo ¢
predominante no periodo fetal, sdo resultantes de uma duplicacdo em tandem de 5 kilobases
(kb) e diferem em apenas um amino4cido, glicina (y®) ou alanina (y*), na posicdo 136 da
cadeia polipeptidica. Até o nascimento, as cadeias y© sdo mais abundantes, enquanto as
cadeias y* predominam na vida adulta (SHEN et al., 1981; ZAGO et al., 2004).

A familia de genes B-globina apresenta uma regido denominada regido controladora do
locus (LCR), responsavel pelo controle da express&o desses genes (Figura 1). E exclusiva da
familia de genes da B-globina e regula a sintese de cadeias de acordo com o estagio do
desenvolvimento. Essa regido € composta por cinco sitios hipersensiveis a digestdo pela
DNasel, que estdo localizados na posi¢do 5° anterior ao gene €. A regido LCR tem como

funcdo alterar a estrutura da cromatina, de modo a tornd-la acessivel aos fatores de
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transcricdo, e interagir com os genes da globina (FORRESTER et al., 1986; BEHRINGER et
al., 1987; ENVER et al., 1990; HANSCOMBE et al., 1991; JACKSON et al., 1996;
LANGDON; KAUFMAN, 1998).

1.3 A Hemoglobina Fetal

A hemoglobina Fetal (Hb F) é formada por duas cadeias globinicas alfa (o) e duas
gama (y) (o2 y2). Essa hemoglobina é produzida em altos niveis durante o periodo fetal,
devido a elevada expressdo dos genes y-globina e por apresentar alta afinidade pelo oxigénio.
Em individuos adultos, o gene da B-globina é predominantemente expresso e a hemoglobina
adulta, Hb A (a2 B2), compreende 98% do total de hemoglobinas, enquanto os genes y-globina
sdo pouco expressos e a Hb F engloba até 1% do total. Variagfes nas concentracfes de Hb F
podem ser avaliadas pela identificacdo das células F, eritrocitos adultos que contém
quantidades mensuraveis dessa hemoglobina. Os niveis de células F e Hb F variam
consideravelmente em individuos adultos saudaveis e, geralmente, existe correlacdo entre os
niveis dessas células e de Hb F (MIYOSHI et al. 1988; PERUTZ, 2001; CHAKALOVA et
al., 2005; STAMATOYANNOPOULOQS, 2005; PACE; ZEIN 2006; MENZEL et al., 2007;
XU et al, 2009).

Alguns fatores sdo conhecidos por influenciar os niveis de Hb F e células F em adultos
saudaveis, incluindo idade, género e associacdo com variantes genéticas na familia B-globina,
aléem de outras regides do genoma ndo-ligadas a esta. Estudos realizados por Garner et al.
(2000a), avaliando os niveis de células F e Hb F em gémeos monozigoticos e dizigdticos,
forneceram uma boa evidéncia da existéncia de um forte componente genético no controle dos
niveis de células F e Hb F em individuos adultos, visto que tais niveis foram maiores em
gémeos monozigoéticos, indicando que 89% da variancia nos niveis de células F pode ser
atribuida a fatores genéticos. Além disso, foi verificado que os niveis de células F foram
maiores em mulheres e diminuiram de acordo com a idade, corroborando a influéncia
exercida pelo género e idade do individuo. Embora estudos de associacdo em familias tenham
revelado que os altos niveis de células F e Hb F tendem a ser herdados, o numero de fatores
genéticos envolvidos no modo de heranga ainda ndo esta claro (RUTLAND et al., 1983;
MIYOSHI et al., 1988; GARNER et al, 2000a).
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1.4 A Hb F e suarelagdo com as beta-hemoglobinopatias

O nivel elevado de Hb F é conhecido por melhorar as manifestacdes clinicas das duas
maiores alteracbes de hemoglobinas conhecidas: a anemia falciforme e a talassemia beta.
Quando os genes da y-globina séo altamente expressos, a presenca de niveis aumentados de
Hb F nos eritrocitos pode compensar os produtos da beta globina alterada e reduzir
significativamente os sintomas de ambas as doencas (WEATHERALL; CLEGG, 1981;
STAMATOYANNOPQULOS et al., 1994; STEINBERG et al, 2001).

Em relacdo a anemia falciforme, a concentracdo de Hb F e sua distribuicdo entre os
eritrécitos sdo os principais moduladores genéticos da doenca, visto que altos niveis dessa
hemoglobina diluem a quantidade de Hb S, inibindo ou retardando o processo de
polimerizagdo, o que resulta na reducdo da gravidade da doenca (STEINBERG, 2009). Na
talassemia beta homozigota, 0 aumento da producdo de cadeias y tem um efeito benéfico no
quadro clinico, ndo apenas por reduzir o desequilibrio das cadeias do tipo o/ndo o, mas
também por produzir aumento na sintese da hemoglobina total e melhoria da eritropoese. Os
niveis de Hb F sdo aumentados devido a sobrevivéncia seletiva dos precursores eritroides, que
relativamente sintetizam mais cadeias do tipo gama. Assim, a maior expressao dos genes y-
globina tem relevancia clinica no tratamento das doencas relacionadas a beta globina alterada
(GALANELLO; CAO, 1998; THEIN, 2005; XU et al., 2009).

1.5 Regulacdo dos niveis de Hb F

A distribuicdo continua de Hb F e células F nas populacbes sugerem que a
variabilidade dessa caracteristica ndo seja proveniente de heranca de apenas um locus génico,
mas sim da combinacdo de multiplos genes, localizados em cromossomos diferentes. Dessa
forma, em termos genéticos, os altos niveis de Hb F na vida adulta sdo considerados como
uma caracteristica quantitativa, de modo que a atuacdo de maltiplos genes aliados a um
componente ambiental poderia explicar a auséncia de um claro padrdo de heranca mendeliana
em relacdo a variabilidade de Hb F (MARTINEZ et al., 1989; THEIN; WEATHERALL et al.,
1989; GARNER et al., 2000b).

Os niveis aumentados de Hb F sdo influenciados por mutacdes que ocorrem na familia
B-globina, dentre elas a Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal (PHHF) e a Delta-Beta
Talassemia (6p-Talassemia) (WEATHERALL; CLEGG, 1981; HUISMAN et al., 1996).
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Estudos de associacdo de genomas (GWAS) e estudos em familias mostraram que regies ndo
pertencentes a familia 3-globina, dentre elas 2916, 60923, 8q e Xp22.2-22.3, estdo implicadas
na regulacdo de Hb F (NGUYEN et al., 2010). Aproximadamente 45% da variacdo nos niveis
de Hb F esta associada com a presenca de trés locus de caracteristica quantitativa (QTLS)
principais, que incluem o polimorfismo Xmnl (-158 C - T) (rs7482144) no cromossomo 11
(11p15), o locus HMIP no cromossomo 6 (60g23) e os SNPs (polimorfismos de nucleotideo
Unico) presentes no gene BCL11A no cromossomo 2 (2q16) (MENZEL et al., 2007; THEIN et
al., 2009).

1.6 Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal (PHHF)

A Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal (PHHF) é uma condicdo benigna
decorrente da ndo mudanca perinatal da sintese de globina y para B, resultando em produgéo
substancial de cadeias y e, consequentemente, de Hb F. As PHHF podem ocorrer por
mutacdes pontuais na regiao promotora dos genes y, sendo que essas mutagdes supostamente
alteram a afinidade das proteinas reguladoras, necessarias para a repressdo pés-natal da
expressao dos genes v, ou por delegdes de parte da familia B-globina, sem causar alteracGes
nos genes codificadores das cadeias y° e y* (OLAVE et al., 2007; NUSSBAUM et al., 2008).

A variacdo nos niveis de Hb F é maior para as mutacdes pontuais (0,6% a 38,5%) do
que para as mutacOes delecionais (16,0% a 30,0%). De maneira geral, individuos
heterozigotos para as mutacfes de PHHF apresentam eritrocitos morfologicamente normais
(HUISMAN et al., 1996). A Tabela 1 apresenta as diferentes concentracdes de Hb F para as
mutacbes pontuais e delecionais de PHHF, bem como os grupos populacionais que estdo

associados com cada uma das mutacdes.
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Tabela 1. Mutacbes de PHHF associadas com aumento de Hb Fetal, grupos populacionais

e valores de Hb F.

Tipo de mutacao Mutacéo (Grupo populacional) % de Hb F*
- 110 (A > C) y°® (Suica) 0,6% - 0,8%
Mutacdes - 114 (C > G) v° (Australiana) 8,6%
Pontuais - 114 (C > T) y° (Japonesa) 11,0% - 14,0%
-175(T > C)7° 22,1%
-202 (C > G)7°© 18,0% - 23,5%
- 114 (C > T) v (Gedrgia) 4,7% - 4,8%
- 117 (G > A) y* (Negra-Grega) 10,9% - 15,9%
- 117 (G > A) y* (Grega-Italiana) 7,1% - 19,0%
- 158 (C > T) v (Grega) 2,9% - 5,1%
- 175 (T > C) y* (Negra) 36,7% - 38,5%
- 195 (C > G) y* (Brasileira) 4,5% - 7,0%
- 196 (C > T) y” (Italiana) 12,0% - 16,0%
- 198 (T > C) v (Britanica) 1,8% - 13,0%
-202(C>T)y* 1,6% - 3,9%
Delecoes PHHF-1 (Negra) 21,4% - 28,2%

PHHF-2 (Gana)
PHHF-3 (Indiana)
PHHF-4 (Italiana)
PHHF-5 (Siciliana)

PHHF-6 (Tailandesa)

21,6% - 27,2%
21,6% - 23,6%
21,0% - 30,0%
16,0% - 20,0%
17,2% - 20,0%

Legenda: y®: gene gama glicina; y*: gene gama alanina; PHHF: Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina

Fetal. *(HUISMAN et al., 1996).

1.7 Delta-Beta Talassemia [(5p)°-Talassemia]

As talassemias sdo caracterizadas pela reducdo ou auséncia da sintese de cadeias

polipeptidicas da hemoglobina e afetam, aproximadamente, 7% da populacdo mundial. A

auséncia na sintese de algumas cadeias globinicas pode resultar no excesso das

complementares, refletindo efeitos deletérios nos glébulos vermelhos. Sdo causadas por

alteracdes genéticas que ocorrem com frequéncia nas regides Mediterraneas (Europeias) e no

Sudeste Asiatico. No Brasil, o fluxo migratorio de populacbes caucasoides foi mais intenso

nas regides Sul e Sudeste do pais, refletindo na maior frequéncia dessa alteracdo nessas

regibes, de acordo com dados da Associacdo Brasileira de Talassemia - ABRASTA
(http://www.abrasta.org.br) (SCHRIER, 1994; WEATHERALL; CLEGG, 2001b; BONINI-

DOMINGOS, 2004; WEATHERALL, 2008).
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A (8B)’-Talassemia é caracterizada pela expressdo persistente dos genes y-globina
durante a vida adulta em associagdo com a expressdo diminuida ou a auséncia de expressdo
dos genes & e B-globina, ocasionando um aumento nas concentracbes de Hb F, além da
presenca de células com hipocromia e microcitose. As mutacdes para (5B)°-Talassemia
ocorrem por grandes delecdes envolvendo os genes & ¢ p-globina [y®y"(5p)°-Talassemia] e
também o gene y* [y°(y*5B)°-Talassemia] (HUISMAN et al., 1975; COLLINS et al., 1984;
CRAIG et al., 1997; FORGET, 1998; WEATHERALL; CLEGG, 2001b). Individuos
heterozigotos para as mutacdes de y®y*(8B)°-Talassemia apresentam variacéo de Hb F entre
4,0% e 18,6%, enquanto que para as mutacdes y°(y"5p)°-Talassemia os niveis de Hb F
encontrados variam de 9,3% a 25%. A Tabela 2 mostra a percentagem de Hb F relacionada a

origem étnica desses dois tipos de (5f)°-Talassemias.

Tabela 2. Mutacdes de (88)°-Talassemia associadas com aumento de Hb Fetal, grupos
étnicos e valores de Hb F.

Tipo de mutagio Etnia % de Hb F*
Belga 14,0 % - 23,0%
Malaia-1 25%
ve(v*5B)° Negra 17,3% - 21,6%**
Chinesa 9,3% - 15,7%
Alemd 9,9% - 12,5%
Turca 10,0% - 13,0%
Macedonia 6,7% - 12,8%
Tailandesa 9,9%
Leste Europeu 13,0% - 18,0%
YEYA(B)° Siciliana 4,0% - 18,6%
Negra 24,8%**
Espanhola 5,0% - 13,0%
Japonesa 7,8%
Turca 6,0% - 15,0%

Legenda: * (HUISMAN et al., 1996); ** Mutacdes associadas com a presenca de Hb S.

Assim, heterozigotos para as mutagdes de PHHF e (8f)°-Talassemia, apresentam
caracteristicas clinico-laboratoriais distintas. Uma hipdtese para tentar explicar essas
diferencas fenotipicas entre essas duas condicGes, propde que uma sequéncia reguladora
necessaria para o silenciamento dos genes y-globina esta deletada na PHHF, mas ndo na (3p)°-
Talassemia, o que pode refletir nas diferentes concentragcdes de Hb F presentes em cada uma
delas (HUISMAN et al., 1996; CHAKALOVA et al., 2005).
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1.8 Polimorfismos genéticos envolvidos na regulacdo da Hb F

1.8.1 Polimorfismo Xmnl (- 158 C = T) — Cromossomo 11

O polimorfismo Xmnl (rs7482144), decorrente de uma sequéncia variante na posicéo
158 da regido promotora do gene ¢ (C > T) que altera o reconhecimento do sitio da enzima
Xmnl, é comumente conhecido por influenciar a expressdo dos genes y© e predispde a uma
expressdo aumentada de Hb F. O sitio polimdrfico Xmnl constitui um dos cinco sitios
utilizados na classificagdo dos haplétipos B°, de acordo com Sutton, Bouhassira, Nagel

(1989), como mostrado na Figura 2.

5 € ¥C A yp 5 B ¥
[ ] I
! ! f
Xmnl Hindll  Hind I Hinc 1T Hinf1

SENEGAL + + - + + +
BENIN - = - -+ -
CAR - + - - = -
SAUDI + + - + o+ -
CAMER = + + -+ +

Figura 2. Sitios polimérficos utilizados para classificagdo dos haplétipos B> segundo Sutton, Bouhassira, Nagel
(1989), com destaque para o sitio Xmnl.

Na presenca desse sitio polimérfico, as taxas de producdo das cadeias y©:y* atingem
valores semelhantes aos encontrados ao nascimento, periodo em que 0s niveis das cadeias y©
estdo mais elevados (SAMPIETRO et al., 1992; NEMATI et al., 2009). Embora esse sitio
polimérfico seja conhecido por elevar as concentragdes das cadeias y©, alguns pesquisadores
ndo verificaram a relacdo do aumento dessas cadeias com os niveis de Hb F. Ballas et al.
(1991) revelaram a associacdo entre a presenca do sitio Xmnl e o aumento na taxa de cadeias
v®:y*, mas ndo verificaram aumento significativo nos niveis de Hb F. Tais achados sdo
corroborados por Nemati et al. (2009), que ndo encontraram relagdo significante entre os
niveis de Hb F e a presenca de Xmnl em individuos iranianos com beta talassemia. De

maneira geral, embora a presenca do sitio polimdrfico Xmnl mantenha a propor¢édo de cadeias
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v®:y* préxima aos valores encontrados durante a vida fetal, ndo ha necessariamente um
aumento nos niveis de Hb F, sugerindo o envolvimento de outros fatores que regulam os
genes da y-globina (BALLAS et al., 1991).

O polimorfismo Xmnl é comum em todos 0s grupos populacionais e apresenta
frequéncia de 32% a 35%, sendo responsavel por cerca de um tergo da variagdo genética da [3-
globina (CAO; MOI, 2000; THEIN, 2004). Essa frequéncia foi corroborada em estudos
realizados por Peri et al. (1997) e Garner et al. (2000b) em popula¢des de origem caucasoide e
europeus saudaveis, respectivamente. Entretanto, para populagcbes com hemoglobinas
anormais, a frequéncia do polimorfismo Xmnl difere do que é relatado para a populacdo
saudavel. Estudos com pacientes iranianos beta talassémicos mostraram variagdo de 39% a
41% na frequéncia de Xmnl (KARIMI et al., 2002; NEMATI et al., 2009). Nadkarni et al.
(2001) revelaram frequéncia de 25% em relacdo a presenca desse sitio polimdrfico em
pacientes beta talassémicos de origem indiana.

Em relacdo aos niveis de Hb F associados a esse polimorfismo em individuos sem
alteracbes de hemoglobinas, relatos da literatura mostram variacdo de 2,9% a 5,1%
(HUISMAN et al., 1996) e outros trabalhos revelam niveis mais elevados de Hb F para esse
polimorfismo, de 2% a 20% (STAMATOYANNOPOULOS; NIENHUIS, 1987).

Efremov et al. (1987) revelaram que a influéncia do polimorfismo em questdo no
aumento dos niveis de Hb F é evidente em condicgdes de estresse oxidativo, como ocorre na
doenca falciforme e na beta talassemia, e que parece nao ter influéncia significativa em
individuos com Hb AA. Nguyen et al. (2010) verificaram que o polimorfismo Xmnl
apresentou uma forte associacdo com os niveis de Hb F em individuos com talassemia beta
intermediaria quando comparado a outros QTLs conhecidos por influenciar diretamente o
aumento de Hb F. Em relacdo a anemia falciforme, Belini-Junior et al. (2010) encontraram
um individuo adulto, portador dessa afeccdo genética, que apresentou perfil heterozigoto para
0 sitio polimérfico Xmnl. Esse individuo ndo estava sob tratamento com hidroxiureia e 0s
niveis de Hb F verificados foram de 15,8%.

Outros SNPs presentes no cluster da B-globina atuam na regulacdo dos niveis de Hb F.
Recentemente, Galarneau et al. (2010), avaliando os principais loci génicos que influenciam
os niveis de Hb F em afro-americanos portadores de anemia falciforme, verificaram a
presenca de um polimorfismo (rs10128556), localizado downstream do gene y°. Os resultados
obtidos por esse grupo de pesquisa sugerem que o SNP rs10128556 consiste na regido
polimorfica no cluster da B-globina que mais influencia a variagdo nos niveis de Hb F nos

individuos analisados.
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Além disso, elementos presentes no cluster do gene do receptor olfatério, localizado
upstream a regido controladora do locus (LCR) da B-globina (11p15.4) podem desempenhar
papel importante na expressdo dos genes y-globina. Solovieff et al. (2010) mostraram forte
associacdo da Hb F com um polimorfismo na regido contendo os genes olfatérios OR51B5 e
OR51B6, que explicou 5,6% da variacdo de Hb F em pacientes afro-americanos portadores de
anemia falciforme, sugerindo que os genes do receptor olfatorio podem constituir uma regido

reguladora da expressao de Hb F.

1.8.2 Regiédo 6923 (Locus HMIP) — Cromossomo 6

Estudos recentes mostram que outro locus de caracteristica quantitativa, o HMIP no
cromossomo 623, regido intergénica do HBS1L-MYB, influencia os niveis de Hb F. O gene
HBS1L esta envolvido na regulacdo de uma gama de processos celulares e é expresso em
células da linhagem hematopoética, enquanto que o gene MYB esta envolvido na oncogénese
e desempenha papel essencial no processo de eritropoese (THEIN et al., 2009; WAHLBERG
et al., 2009). Acredita-se que a regido génica 6q seja responsavel por codificar um fator
envolvido na via de maturacéo eritrdide, resultando em aumento nos niveis de células F e Hb
F (GARNER et al. 1998). Os resultados obtidos por Garner et al. (1998) evidenciam a
influéncia do QTL 6923 na modulacdo dos niveis de Hb F e na producdo de células F. No
entanto, ndo esta claro se o efeito desse QTL é direto, atuando como um fator que interage
com os genes da y-globina, ou indireto.

Em populacdes caucasoides, essa regido apresenta-se em trés blocos de desequilibrio
de ligacdo, de modo que o bloco 2 esta mais fortemente associado com a variacdao de Hb F. A
variabilidade existente no bloco 2 da regido HMIP parece desempenhar um efeito pleiotropico
em alguns parametros hematoldgicos, em relacdo a quantidade de células e volume
eritrocitario em individuos europeus saudaveis. Essa caracteristica sugere que a regido
intergénica HBS1L-MYB contém sequéncias reguladoras distais que atuam nas linhagens
eritroides precursoras (WAHLBERG et al., 2009). A Figura 3 ilustra os trés blocos de

desequilibrio de ligacao da regido 6923, bem como a relagdo com diferentes populacdes.
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Figura 3. Blocos de desequilibrio de ligacdo na regido 6023 e relacdo existente com diferentes populacGes
(modificado de THEIN; MENZEL, 2009).

Estudos realizados com familias de origem asiatico-indiana identificaram que o locus
6023 apresentava maior associacdo com o0s niveis elevados de expressdo de Hb F em
individuos beta talassémicos. Estes achados revelaram, ainda, que para individuos saudaveis e
para beta talassémicos heterozigotos, a presenca desse sitio em homozigose estava
relacionada com concentragdes maiores de Hb F, cujos valores variaram de 1,1% a 3% para

0s primeiros e de 10% a 24% nos individuos com talassemia (CRAIG et al., 1996).

1.8.3 Regido 2p16 (Locus BCL11A) — Cromossomo 2

Outro locus de caracteristica quantitativa associado com niveis elevados de Hb F esta
localizado na regido 2916, no cromossomo 2. Trabalhos realizados por Menzel et al. (2007)
encontraram, além do polimorfismo Xmnl e do locus HMIP, uma terceira regido, 2q16, que
apresentava associacdo com os niveis de Hb F e que contribuia com aproximadamente 15%
da variacdo dessa caracteristica em individuos normais. Trabalhos realizados em busca de
associacdo com os niveis de Hb F revelaram que o QTL BCL11A é o que apresenta relacao
mais forte com a variacdo de Hb F (MENZEL et al., 2007; UDA et al., 2008). Avaliando
pacientes com talassemia beta maior e intermediaria, Uda et al. (2008) verificaram que 0 QTL
BCL11A (SNP rs11886868) era mais frequente nos Gltimos, cujos sintomas clinicos sdo mais

brandos em relagdo aos primeiros. Lettre et al. (2008) encontraram resultados semelhantes
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para pacientes com anemia falciforme, cuja variagdo de Hb F estava fortemente associada
com a presenga do QTL BCL11A, principalmente em relagdo aos SNPs rs4671393,
rs11886868 e rs7557939.

A partir desses achados, alguns pesquisadores sugerem que o produto do gene
BCL11A, um fator de transcricdo zinc-finger, é o mediador central no processo de
silenciamento dos genes da y-globina e da troca de expressdo desses genes para os genes [3-
globina (SANKARAN et al., 2008). Estudos utilizando células K562 mostraram que o locus
BCL11A se liga a uma regido central no promotor do gene y-globina para formar um
complexo repressor atuando, dessa forma, como um agente silenciador na expressao desse
gene (CHEN et al., 2009). Estudos realizados por Xu et al. (2010) mostraram que 0
silenciamento dos genes da y-globina séo resultado da ampla interacdo que ocorre entre o
fator de transcricdo BCL11A e a familia B-globina, além da interacdo com a cromatina, na
formacdo de um looping cromossémico, em associacdo com outro fator de transcri¢do, o
SOX6, nos promotores dos genes da y-globina. Tais achados evidenciam que o BCL11A pode
ser considerado um regulador genético no desenvolvimento e controle do silenciamento dos
genes da y-globina em adultos. A Figura 4 ilustra a possivel interacdo que ocorre entre o

BCL11A e outros fatores de transcri¢cdo no controle do silenciamento dos genes da y-globina.

Figura 4. Interacdo entre fatores de transcrigdo e BCL11A no silenciamento transcricional dos genes da vy-
globina (modificado de XU et al., 2010).
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1.8.4 Regido Xp22.2 — Cromossomo X

Outra regido que influencia os niveis de células F e Hb F é a regido Xp22.2. Estudos
realizados por Miyoshi et al. (1988), avaliando individuos saudaveis, doadores de sangue, de
etnia japonesa, verificaram niveis mais elevados de celulas F em mulheres em relagdo aos
homens. A avaliacdo familiar revelou que a heranca dessa caracteristica quantitativa é
dominante e ligada ao cromossomo X.

Dover et al. (1992), estudando individuos saudaveis e pacientes com anemia
falciforme, de ambos os géneros, mostraram que a porcentagem de células F presentes em
mulheres, saudaveis e doentes, foi significativamente maior. A partir desses achados foi
sugerido que regides localizadas no cromossomo X pudessem ser responsaveis por tal
diferenca. Em busca dessas regides, foi localizado um locus associado a producéo de células F
na regido Xp22.2. De maneira geral, os resultados encontrados por Dover et al. (1992)
sugerem que 70% da variacdo nos niveis de Hb F em pacientes com anemia falciforme esta
associado a variagdo nas porcentagens de células F, que sdo controladas parcialmente pelo

locus Xp22.2 no cromossomo X.

1.8.5 Regido 8q - Cromossomo 8

Estudos de associacdo em familias identificaram um QTL no cromossomo 8, mais
precisamente na regido 8¢, que apresentou ligacdo com os niveis elevados de células F e Hb
F. Nesses individuos, a presenca desse locus estava associada a presenca do sitio polimorfico
Xmnl. Pesquisadores sugerem que o QTL 8q pode ser responsavel por codificar um fator de
regulacdo que atua como repressor ou ativador transcricional, que se liga diretamente ao sitio

Xmnl ou em regifes proximas a ele (GARNER et al. 2002)*.

L A revisdo da literatura em relacdo aos polimorfismos que influenciam o aumento nos niveis de Hb F,
juntamente com resultados obtidos nesse trabalho, foram compilados em artigo e submetido para a Revista
Brasileira de Hematologia e Hemoterapia (ISSN: 1516-8484, Fator de Impacto: 0,3644 — ano base 2009), como
sugestdo de artigo de revisdo intitulado “O que influencia a producdo de Hb Fetal na vida adulta?”. O trabalho
submetido encontra-se no Apéndice A.
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1.9 Haploétipos da g-globina

Hapl6tipos indicam padrdo de combinagdo de sitios polimdrficos nos cromossomos e
podem ser definidos como uma associacdo de varios polimorfismos localizados em familias
génicas. De maneira geral, os hapl6tipos da familia B-globina refletem a presenca de alguns
alelos especificos para determinadas populacées (ORKIN et al., 1982; SUTTON, et al., 1989).
A analise dos haplotipos da familia B-globina tem sido utilizada em estudos que envolvem a
variabilidade genética e as relacbes entre populacdes humanas, em um ponto de vista
evolutivo (WAINSCOAT et al., 1986; CHEN et al., 1990; LONG et al., 1990).

Trabalhos realizados por Orkin et al. (1982), em busca de polimorfismos na familia -
globina, em individuos beta talassémicos de origem mediterranea, encontraram sete sitios
polimérficos com nove padrdes distintos de clivagem, que foram designados hapldtipos de
ndmero 1 a IX. A frequéncia individual de cada um deles variou de 1% a 47% nos
cromossomos talassémicos estudados, com o hapldtipo | sendo o mais frequente, seguido
pelos haplotipos Il e V, e os menos frequentes os hapldtipos 1V e VIII. De acordo com os
pesquisadores, de maneira geral, os padrdes polimérficos verificados em individuos beta
talassémicos nao diferem em frequéncia dos padrbes observados em individuos normais de
origem européia. A classificacdo dos haplotipos verificados para os individuos beta
talassémicos, segundo Orkin et al. (1982), esta representada na Figura 5.

Relatos da literatura mostram a relagdo existente entre os haplotipos da B-globina e
determinadas mutacGes de beta talassemia. Bezerra (2007), avaliando individuos portadores
de beta talassemia e interacdo Hb S/Beta talassemia da regido de Pernambuco, verificou as
seguintes associacdes: mutacdo CD39 (C->T) e haplétipo Il; mutacdo I1VS-I-1 (G2>A) e
haplotipo V; mutacdo 1VS-1-110 (G>A) e haplotipo I; mutacdo 1VS-1-6 (T->C) e haplétipo
VI; e mutacdo IVS-1-5 (G>C) e haplétipo 1. Achados de Kulozik et al. (1991), avaliando
individuos de origem indiana, corroboram a associacdo da mutacdo 1VS-I1-5 e hapl6tipo |
verificada na populacdo de Pernambuco. Entretanto, estudos realizados em populagdes da
india, Libano, Guadalupe, llhas Mauricio e Sri Lanka verificaram que essa mutacio
apresentou relacdo com a presenca do haplotipo VI (KAZAZIAN et al., 1984;
VENKATESAN et al., 1992; VARAWALLA et al., 1992; ROMANA et al., 1996; KOTEA et
al., 2000; ZAHED et al., 2000; FISHER et al., 2003; MAKHOUL et al., 2005). Em relacdo a

mutacdo I1VS-1-6, Efremov et al. (1994) e Zahed et al. (2000) encontraram associagdo com o
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haplotipo VII em populagfes de origem portuguesa e libanesa, respectivamente, diferindo dos

achados para a populagdo pernambucana.

Hindlll  Hind Il Hinc 1L Avall Bam HI
I - - - - + +

II + + — + + +

m + - + + -

IV + — — +

A - - - - + -

Vi + + - - - +
VII - - - - - +
Vi + - + - + _

IX + - + + + +

Figura 5. Sitios polimdrficos estudados na determinagéo dos haplétipos B-globina segundo Orkin et al. (1982).

Na tentativa de compreender o perfil de hemoglobina fetal aumentada em individuos
sem queixa de anemia e sintomas hematoldgicos, e contribuir para o conhecimento dos fatores
que influenciam a expressdo dessa hemoglobina na vida adulta, foi desenvolvido o trabalho de
Iniciagdo Cientifica intitulado “Delta-beta Talassemia e Persisténcia Hereditaria de
Hemoglobina Fetal: relagdo com a presenca de Hb F aumentada”, no qual foram avaliadas as
frequéncias de duas mutacGes de PHHF de origem africana, PHHF-1 (Black) e PHHF-2
(Ghana) em um grupo de individuos com Hb F aumentada da regido Sudeste do pais. Visto
que a expressdo dos genes da y-globina é influenciada por outros fatores além das mutac6es
para a PHHF, foi necessario dar continuidade ao estudo, para avaliar as mutacbes e
polimorfismos que pudessem estar relacionados a producdo de Hb F nesse grupo. Dessa
forma, estimou-se que a presenca de Hb F aumentada em individuos saudaveis e sem queixas
de anemia pudesse ser resultante da influéncia de mutagdes para a Op-Talassemia, do
polimorfismo Xmnl e de haplotipos da B-globina, relacionados as diferentes etnias formadoras

da populacdo avaliada.
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2  Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

Verificar a presenca e a frequéncia de mutagdes para a op-Talassemia (Siciliana e
Espanhola), do polimorfismo Xmnl (-158 C - T) e dos haplotipos da B-globina em

individuos saudaveis e sem queixas de anemia, com Hb F aumentada.

2.2 Objetivos Especificos

Em um grupo de individuos com Hb F aumentada:
1. Avaliar a presenca das mutagdes op-Talassemia Siciliana e of-Talassemia

Espanhola por meio da técnica de Gap-PCR;

2. Avaliar a presenca do polimorfismo Xmnl, na posi¢do 158 da regido promotora
do gene v¢ (C>T);
3. Avaliar o padrdo de combinacdo dos polimorfismos para os haplotipos da f-

globina por meio de técnicas de PCR-RFLP;
4. Estabelecer as possiveis relacGes entre a presenca dos polimorfismos e as

concentracdes de Hb F.
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3 Material

3.1 Casuistica

Consistiu de 60 amostras de sangue periférico, colhidas com EDTA como
anticoagulante, estocadas no LHGDH (Laboratério de Hemoglobinas e Genética das Doencas
Hematol6gicas), UNESP, com perfil eletroforético e cromatogréafico (HPLC) com Hb F
aumentada, de individuos adultos ndo aparentados, de ambos o0s géneros, sem clinica ou
queixas de anemias, provenientes do estado de So Paulo. As amostras que compuseram essa
casuistica foram utilizadas no projeto de Mestrado intitulado “Andlise quantitativa e
molecular de hemoglobina fetal em doadores de sangue” (ZAMARO, 2002), a partir de um
montante de 208 amostras, que foram codificadas e as suas identificacbes sdo do
conhecimento apenas dos responsaveis pela pesquisa, preservando a identidade dos

participantes.

3.2 Caracterizacdo das amostras:

As amostras componentes da casuistica foram utilizadas no projeto de Iniciacao
Cientifica intitulado “Delta-beta Talassemia e Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal:
relagdo com a presenga de Hb F aumentada”, com aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa
do Ibilce/Unesp, em 2007.

O total de 60 amostras foi dividido em dois grupos de estudo, de acordo com as
concentragdes de Hb F em: grupo I, composto por 34 amostras (19 mulheres e 15 homens)
com concentracdes de Hb F variando de 2% a 15%; e grupo Il, composto por 26 amostras (12
mulheres e 14 homens) com concentracdes de Hb F acima de 15,0%. A classificacdo das
amostras foi determinada conforme as concentracdes dessa hemoglobina descritas pela
literatura. Para as mutagdes de PHHF esse valor varia de 16,0% a 30,0% e para 6p-Talassemia
de 4,0% a 18,6% (HUISMAN et al., 1996).

Os resultados obtidos nesse trabalho foram compilados em um artigo cientifico, que
foi submetido a revista Genetics and Molecular Research (ISSN: 1676-5680; Fator de

Impacto: 0,682). O referido artigo se encontra no Apéndice B.
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3.3 Consideragdes Eticas

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” Campus de Sao José do Rio Preto
(UNESP/IBILCE) sob o protocolo nimero 013/10 e CAAE (Certificado de Apresentacdo para
Apreciacdo Etica) 0027.0.229.000-09, obedecendo aos principios estabelecidos na Resolugio
196/96 do Conselho Nacional de Salde (CNS). Os resultados foram globais e ndo
identificaram os individuos. Estdo a disposicdo dos interessados, considerando que sao
saudaveis e sem queixas. Ndo houve intercorréncia de caracteristica ética durante todo o

desenvolvimento do trabalho.

3.4 Analise Estatistica

Foram utilizados o Teste do Qui-Quadrado (x°) e o Teste t de Student para
comparacdo dos niveis de Hb F na presenca e auséncia dos polimorfismos avaliados e na
comparacgdo entre os dois grupos avaliados. O software utilizado nas analises foi o Statistica

8.0. Foram admitidos como estatisticamente significantes valores de p<0,05.

3.5 Métodos

As amostras foram submetidas aos testes classicos de diagndstico de
hemoglobinopatias e testes complementares para quantificacdo das fracbes de Hb F. Os
protocolos utilizados para a realizacdo de tais testes encontram-se em anexo. A Figura 6

ilustra o fluxograma de realizacdo desses testes.
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Figura 6. Fluxograma de testes de triagem basica e testes complementares para perfil de hemoglobinas, aos
quais as amostras foram submetidas. Os protocolos detalhados encontram-se no Anexo 1.

3.5.1 Analises Moleculares

Para o inicio das analises moleculares objetivou-se primeiramente a preparacdo das

amostras, conforme Segue.

1 - Extracdo de DNA de sangue periférico por meio de fenol-cloroférmio (modificado
por BONINI-DOMINGOS, 2006):

Principio:

Este método promove a extracdo de DNA genémico de sangue periférico utilizando-se
fenol/cloroférmio e precipitacdo com etanol. Neste procedimento, as proteinas contaminantes
sofrem desnaturacdo e sdo mantidas na fase orgénica ou na interface entre as fases orgénica e
aquosa, enguanto que os acidos nucléicos permanecem na fase aquosa. Adiciona-se alcool

isoamilico ao fenol/cloroférmio durante a extracdo do DNA. A adicdo de etanol faz com que
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0s sais e outros solutos, como os residuos da extragcdo com fenol/cloroférmio, permanecam

em solucdo, enquanto os &cidos nucléicos precipitam-se e podem ser separados facilmente por

centrifugacdo. O DNA obtido nesse processo é adequado para aplicagdo em métodos de

biologia molecular como a amplificagéo por PCR.

Reagentes:

1. Solucdo de lise 1 para extragdo de DNA (tampdo utilizado na lise de células

vermelhas):
I T Tor= 1 (01 =T 010 770 |, 10,95¢
= THSHCIL0 MM. e e e e e e e 1,0 mL
I (0TI Y0 00 )R 1,0 mL
- Agua ultrapura autoClaVada .............ccc.eveeeeveceeceeee e, 100 mL
- Dissolver bem e armazenar em geladeira.
2. Solugdo de lise 2 para extracdo de DNA (tampdo utilizado na lise de células
brancas):
= 0,075 M de NACHL....uiiieiiieieeise et et 2,199
- 0,02 M de EDTA (solucdo estoque pH 8,0)......ccccceeiveeieviiiiiiece e, 20 mL
- Agua ultrapura aUtOCIAVAGA. ................ccevrvreeeeeeersisiee e, 500 mL

w

Autoclavar e armazenar em geladeira.

. Proteinase K (20 mg/mL):

ProteiNase K........ocouiiieiiic ettt st era e e 20 mg
Agua Ultrapura aULOCIAVAGA. ..............c..cveveeeeeeereee et 1mL

Conservar em freezer.

4. Cloroférmio/ alcool isoamilico 24:1:

ClOTOTOIMIO. ... et e e e e, 24 mL

ALCOOI ISOAMIIICO. ... vevieeeeeee oo ee et e e ee et e e e e e e e ee e s e e e e e eneren e ee e 1mL
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5. SDS 10%:
- Agua ultrapura autoClaVada...............cc.eveveeeeeieeeeece e 100 mL

- O sal deve ser colocado aos poucos. N&o autoclavar e estocar a temperatura

ambiente.

6. Etanol 70%

7. KCI 2M:

M = m
P.M(g) xV (L)

Para KCI de peso molecular 74,55g, usar 14,919 diluido em 100 mL (0,1 L) de agua

ultra pura autoclavada.

Protocolo para extracdo de DNA:

1. Colocar 500 pL de sangue periférico, colhido com EDTA, em um tubo eppendorf e
completar o volume para 1,5 mL com solucdo de lise 1 e homogeneizar.

2. Centrifugar por cinco minutos a 6500 rpm (rotagcdes por minuto).

3. Descartar o sobrenadante, deixando aproximadamente 300 uL de pellet.

4. Completar para 1 mL com solucdo de lise 1, homogeneizar até desfazer o pellet e
deixar descansar por 10 — 15 minutos.

5. Centrifugar por cinco minutos a 6500 rpm.

6. Descartar o sobrenadante.

7. Repetir as etapas 4, 5 e 6.

8. Acrescentar ao pellet 450 pL de solucdo de lise 2, ressuspender e adicionar 25 pL de
SDS a 10 % e 5 uL de proteinase K (20 mg/mL) e homogeneizar.

9. Incubar em banho-maria a 37° C overnight ou 42° C por 3 horas.

10. Adicionar 500 uL de fenol e homogeneizar.

11. Centrifugar por 5 minutos a 6500 rpm.

12. Transferir a fase superior para outro tubo e adicionar 500 puL de cloroférmio-alcool
isoamilico (24: 1).

13. Homogeneizar e centrifugar por 5 minutos a 6500 rpm.

14. Repetir as etapas 12 e 13.
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15. Transferir o sobrenadante para outro tubo contendo 50 uL de KCI gelado e
adicionar 500 uL de etanol 100% gelado. Inverter o tubo varias vezes até precipitar o DNA.

16. Centrifugar aproximadamente 30 segundos a 14.000 rpm.

17. Desprezar o sobrenadante e lavar o DNA, que ficou aderido no tubo, com 200 uL
de etanol 70 % gelado, e centrifugar aproximadamente 30 segundos a 14.000 rpm.

18. Desprezar delicadamente o sobrenadante e deixar secar por 15 minutos.

19. Re-hidratar o DNA com 50 pL de agua ultrapura, deixando overnight em
temperatura ambiente ou em banho-maria a 37° C, para total solubilizagdo da amostra.

20. Estocar as amostras a — 20° C.

2 - Quantificacéo de DNA:

Apos o procedimento de extragdo, todas as amostras de DNA foram quantificadas,
com a finalidade de avaliar as concentragdes e a qualidade/pureza do DNA obtido, por meio
do célculo da absorbancia de acordo com a propor¢cdo 260/280 nm, que equivale ao
comprimento de onda em que o DNA e as proteinas absorvem luz, respectivamente. O
equipamento utilizado foi o Espectrofotémetro NanodropTM — 1000, que requer apenas 2 pL
de amostra para o procedimento. Foram consideradas como suficientes para a amplificacéo,
concentracdes de DNA acima de 100 ng/uL e qualidade/pureza acima de 1,80, ja que valores

inferiores a este apresentam contaminagcao com proteinas (EMBRAPA, 2007).

3 - Amplificacao:

A técnica de PCR ¢ utilizada para a amplificacdo do DNA e, para isso, utiliza-se uma
reacdo enzimatica catalisada pela enzima polimerase que, para uma atividade adequada,
requer a presenca de fons Mg**. O processo ocorre em trés etapas determinadas por oscilages

de temperatura: desnaturacdo do DNA, anelamento dos iniciadores e extensao.

3.1. Gap-PCR (OLD et al., 2005)

A técnica de Gap-PCR ¢ utilizada para detectar mutagdes delecionais no gene da f3-
globina como as PHHF e as Delta-Beta Talassemias. Entretanto, essa técnica é apenas
possivel para as dele¢fes em que os pontos de quebra j& estdo bem definidos, como é o caso
de trés mutacbes para a PHHF (PHHF-1 (Black), PHHF-2 (Ghana) e PHHF-3 (India), e de
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seis mutacOes para a Of-Talasssemia (Chinesa, Siciliana, Espanhola, Vietnamita/Asiatica,
Turca e Indiana) (CRAIG et al., 1994).

Foram selecionadas para avaliagcé@o neste trabalho as mutacdes 5p3-Talassemia Siciliana
e op-Talassemia Espanhola. A escolha destas mutagdes fundamentou-se na miscigenacédo da
populacdo brasileira, principalmente em relacdo a etnia européia. O protocolo para realizacéo
de Gap-PCR foi baseado no estudo desenvolvido por Craig et al. (1994), com modificacGes
adequadas as nossas condicdes de analise. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para a
analise da op-Talassemia Siciliana foram descritos por Craig et al. (1994) e para a op-
Talassemia Espanhola foram utilizados oligonucleotideos iniciadores descritos por Vives-
Corrons et al. (1991). Esses oligonucleotideos foram testados no programa Primer 3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) a fim de verificar a viabilidade da utilizagdo dos mesmos

em nosso estudo.

e JB-Talassemia Siciliana:
F1: 5 = TTGGGTTTCTGATAGGCACTG -3’
F2: 5 - GTGTCACCCATTAATGCCTTGTAC -3’
F3: 5 - TAGATCCCTTTGCCATTATG -3’

e JB-Talassemia Espanhola:
N1: 5 — ATGGGTATTTCACTTGTTAT -3’
N2: 5~ ACTTTGTCTGTTAATTCCAA -3’
N3: 5 -~ ACTGTGGAGCCCCTTTCTG -3’

3.2. PCR-RFLP

A determinacdo do polimorfismo Xmnl e dos haplotipos da B-globina foi realizada por
PCR-RFLP. O sitio polimérfico Xmnl foi analisado de acordo com Sutton, Bouhassira, Nagel
(1989) e para os haplotipos B-globina foram analisados seis sitios polimorficos, conforme
Orkin et al., (1982). As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores para analise dos
polimorfismos do cluster B-globina foram descritas por Sutton, Bouhassira, Nagel (1989) e
Miranda et al., (1997), e estdo listadas na Tabela 3. Tais sequéncias foram testadas no
programa Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) a fim de verificar a viabilidade da

utilizacdo dos mesmos em nosso estudo.
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Tabela 3. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacdo de
regides da familia B-globina.

Primer Sequéncia do primer (5° - 3) Direcdo  Regido
**HO AACTGTTGCTTTATAGGATTTT — G
**H1 AGGAGCTTATTGATAACTCAGAC — >
**H2  AAGTGTGGAGTGTGCACATGA — s
**H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA — !
**H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA — A
**H4  TAAATGAGGAGCATGCACACAC — !
**H5 GAACAGAAGTTGAGATAGAGA —

**H6 ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT — v
**H7 TCTGCATTTGACTCTGTTAGC — ,
g GGACCCTAACTGATATAACTA A
*P1  TCCTAAGCCAGTGCCAGAAG —

*P5 TCATTCGTCTGTTTCCCATTC — P

**SF1  GCTCTACGGATGTGTGAGAT — ,
**SF2 GCCCACATCACCAAGGCAAT — P

—>: sense ; «— anti-Sense.
* oligonucleotideos iniciadores desenvolvidos por Miranda et al. (1997).

** oligonucleotideos iniciadores desenvolvidos por Sutton, Bouhassira, Nagel (1989).

3.3. Padronizacdo da Metodologia

Foram realizados testes iniciais de amplificacdo referentes a duas mutagdes de of-
Talassemia, previamente selecionadas. A Tabela 4 exemplifica as misturas de reacdo e a
Tabela 5 mostra a ciclagem utilizada para as mutagdes 6p-Talassemia Siciliana e para a of3-
Talassemia Espanhola. O tamanho dos fragmentos obtidos apds amplificacdo do produto de

reacdo estdo sumarizados na Tabela 6.
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Tabela 4. Misturas de rea¢ao de amplificagdo para identificagdo das muta¢des 6f3-
Talassemia Siciliana e dp-Talassemia Espanhola.

Reagentes op-Talassemia Siciliana op-Talassemia Espanhola
H,0 mili-Q 7,85 uL 7,70 uL
Tampéo Tris-HCI (10 mM) 2,50 uL 2,50 uL
MgCl; (50 mM) 0,75 uL 1,00 uL
dNTP (1,25 mM) 4,00 uL 4,00 uL
DMSO 30% 1,00 uL 1,00 uL
Primer F1/N1 (10 mM) 2,50 uL 2,50 uL
Primer F2/N2 (10 mM) 2,50 uL 2,50 uL
Primer F3/N3 (10 mM) 2,50 uL 2,50 uL
Taq polimerase (5U) 0,40 uL 0,30 uL
DNA (200 ng) 1,00 uL 1,00 uL
Volume final 25,00 uL 25,00 uL

Tabela 5. Ciclagem das reacfes de PCR para as duas mutagdes de dp-Talassemia

analisadas.
Etapas op-Talassemia Siciliana p-Talassemia Espanhola
Desnaturacao Inicial 4 minutos a 94° C 4 minutos a 94° C
Desnaturacéo 1 minuto a94° C 1 minuto a94°C
Anelamento 1 minuto a 60° C 1 minuto a 60° C
Extenséo 2 minutos a 72° C 1 minutoa72°C
Extenséo Final 10 minutos a 72° C 10 minutos a 72° C

Tabela 6. Tamanho dos fragmentos referentes as duas mutacdes avaliadas.

Tamanho do Fragmento &p-Talassemia Siciliana ép-Talassemia Espanhola

Normal 1585 pb 685 pb
Mutante 1150 pb 299 pb

Legenda: pb = pares de base.

Os reagentes, a concentracdo utilizada para a montagem da mistura de PCR e as

condicGes de amplificagdo para andlise do polimorfismo Xmnl e dos haplotipos B-globina

estdo representadas nas Tabelas 7 e 8, respectivamente.
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Tabela 7. Composicdo das reacdes utilizadas para amplificacdo das regides polimorficas da
familia f-globina.

Volumes (pL)

Componentes Xmn I Hind I Hincll  Avall BamH I
5v°  y°ey® Wpe3yp B 3B
Tampéo (10X) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
MgCl, (50 mM) 1,25 1,0 1,0 1,0 1,0
dNTP’s (2 mM) 2,5 - - - -
dNTP’s (10 mM) - 0,75 0,75 0,5 0,5
Primer 5° (10 uM) - 0,5 0,5 0,5 0,5
Primer 3’ (10 uM) - 0,5 0,5 0,5 0,5
Primer 5° (25 uM) 0,25 - - - -
Primer 3’ (25 uM) 0,25 - - - -
Taq Polimerase (5U/uL) 0,125 0,25 0,25 0,15 0,15
DNA (100 ng/pL) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
H,O 17,125 18,5 18,5 18,35 18,35
Volume Final (uL) 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0

Tabela 8. Condicoes das reacdes utilizadas para amplificacdo das regides polimorficas da familia
B-globina.

Desnat « Desnaturagao Anelamento Extensao o
esnaturacao Extenséo Final

Regido Inicial 35 ciclos

TCC) | Tempo | T(°C) Tempo | T(°C) | Tempo | T (°C) | Tempo | T (°C) | Tempo

5y © 94 5’ 94 457 60 45” 72 1307 72 7
y© 94 5’ 94 30” 55 I 72 I’ 72 7
y A 94 5’ 94 30” 55 I 72 I’ 72 7
¥p 94 5’ 94 30” 55 1’ 72 1’ 72 7

3yP 94 5’ 94 30” 55 1’ 72 1’ 72 7

B 96 2’ 96 30” 58 1’ 72 1’ 72 7

3B 96 2’ 96 30” 58 1’ 72 1’ 72 7

O produto da PCR foi digerido a 37°C durante 3 horas, com endonucleases de restri¢do
especificas para cada sitio polimérfico. Cada amostra foi marcada pela presenga (+) ou
auséncia (-) dos sitios de restricdo. O tamanho dos produtos de amplificacdo e apds clivagem,

podem ser observados na Tabela 9.
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Tabela 9. Tamanho dos produtos amplificados e apds a clivagem com as
endonucleases de restricao.

Primer  Enzima Regizo [ 1STENt - Fragmento aptsa
HOeH1  Xmnl 57 © 657 pb 450 pb + 200 pb
H2eH3  Hind Il vy © 780 pb 430 pb + 340 pb + 10 pb
H3eH4  Hind Il y A 760 pb 400 pb + 360 pb
H5 e H6 Hinc 11 v 701 pb 360 pb+340pb + 1 pb
H7eH8 Hincll  3°yp 590 p b 470 pb + 120 pb
PleP5  Avall B 763 pb 449 pb + 214 pb + 103 pb
SFleSF2 BamHI 3P 1520 pb 1228 pb + 292 pb

Legenda: pb = pares de bases.

O produto de digestdo foi visualizado no Sistema de Captura de imagem L-P1X Touch
(Loccus Biotecnologia). A Figura 7 mostra uma imagem do gel de agarose para um dos sitios
polimorficos analisados.

780 pb

430 ob
340 pb

Figura 7. Foto do gel de agarose 1,5% mostrando os fragmentos de DNA obtidos ap6s a digestdo enzimatica
para a regido y°. M (Marcador molecular 100 pares de base). Linhas 1 e 2 representam individuos com auséncia
do sitio de restricdo. Linhas 3, 4, 6 e 7 representam individuos com presenca do sitio em um cromossomo e
auséncia no outro. Linha 5 representa um fragmento ndo amplificado e digerido. O fragmento de 10 pb ndo é
visivel nesse gel de agarose.
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4  Resultados

4.1 Andlise da presenca das mutacdes Oop-Talassemia Siciliana e &p-Talassemia
Espanhola

Dentre as 60 amostras analisadas, foram encontrados trés individuos heterozigotos
(5,0%) para a mutacdo op-Talassemia Espanhola. Nenhum individuo apresentou a mutagdo
dp-Talassemia Siciliana. Os trés individuos heterozigotos para a 6p-Talassemia Espanhola
eram do género masculino e apresentaram niveis de Hb F equivalentes a 9,6%, 9,8% e 10,7%.
Comparando esses resultados com os previamente obtidos para PHHF para 0 mesmo grupo
(Apéndice C), foi possivel verificar que as mutagcdes de PHHF foram mais frequentes que as
de 5p-Talassemia no grupo avaliado, conforme mostrado na Tabela 10. Os resultados obtidos
da analise das mutacfes de op-Talassemia foram somados aos resultados encontrados para as
mutacOes de PHHF e estdo compilados no artigo cientifico que se encontra no Apéndice B

desse trabalho.

Tabela 10. Distribui¢do das muta¢des para PHHF ¢ 6B-Talassemia nos dois
grupos de estudo, separados com base na quantidade de Hb F.

Mutacao Grupo I* Grupo I1** Total
PHHF-1 (Black) - 2 2
PHHF-2 (Ghana) 1 13 14

dp-Talassemia Espanhola 3 - 3

dp-Talassemia Siciliana - - -
Total 4 15 19

Legenda: * = Hb F variando de 2,0% a 15,0% do total de hemoglobinas.
** = Hb F acima de 15,0% do total de hemoglobinas.

Em relacdo as mutacGes de PHHF e dp-Talassemia avaliadas, no grupo | foram
encontradas quatro amostras heterozigotas para alguma das mutacfes investigadas (21%),
enquanto que no grupo Il as amostras com perfil heterozigoto totalizaram 15 individuos
(79%), somente para as mutacdes de PHHF. Os resultados provenientes da analise estatistica
mostraram que houve diferenca significante em relacdo a presenca das mutacdes avaliadas
nos grupos amostrados (p=0,0001; x°=14,36). A maioria das amostras com perfil heterozigoto

para alguma das mutacGes avaliadas estava presente no grupo com niveis de Hb F acima de
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15% (grupo I1). A Figura 8 ilustra a distribuicdo das amostras com perfil heterozigoto para as

mutacOes de PHHF e dp-Talassemia nos dois grupos de estudo, segundo os valores de Hb F.

Figura 8. Numero de amostras heterozigotas para as muta¢des de PHHF e 53-Talassemia avaliadas em relacéo
aos grupos de estudo, com destaque para presenca de ambas as mutag@es no grupo | e predominancia da mutacdo
PHHF no grupo II.

4.2 Presenca do polimorfismo Xmnl (- 158 C > T)

Do montante de 60 amostras, 20 (33,3%) apresentaram o sitio polimorfico Xmnl, com
niveis de Hb F variando de 2,0% a 33,3%. Dentre as amostras que apresentaram esse
polimorfismo, duas (3,33%) apresentaram perfil homozigoto, com niveis de Hb F iguais a
2,0% e 22,0%, e 18 (30,0%) foram heterozigotas, cujos niveis médios de Hb F foram de 15,87
+ 11,80%, com variacdo de 2,9% a 33,3%. A Tabela 11 mostra os valores de Hb F, as
diferentes populacbes estudadas, hemoglobinopatia associada e presenca do polimorfismo
Xmnl, incluindo os resultados desse trabalho.

A andlise estatistica ndo revelou diferenca significante (p=0,63) acerca dos valores
médios de Hb F para individuos que apresentaram o polimorfismo (15,48 +11,69%) e
individuos sem a mutacédo (17,46 +11,68%) para o grupo avaliado. A Tabela 12 evidencia os
valores médios de Hb F em amostras com a presenca e auséncia do polimorfismo Xmnl. A
Tabela 13 apresenta os resultados obtidos para o sitio polimoérfico Xmnl em relacdo aos

grupos amostrados e 0s genotipos encontrados nesse estudo.
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Tabela 11. Frequéncia do polimorfismo Xmnl e niveis de Hb F em diferentes popula¢des saudaveis
e com alteracBes de hemoglobinas, de origem étnica variada.

Frequéncia do

polimorfismo F;ZE:J(!IZ%ZO Niveis de Hb F Fendtipo expresso Referéncia
Xmnl (%)
Talassemia beta Gibney et al.
0 1
14% Hong Kong 0,22 + 0,03 g/dL heterozigota 2008
14% Caucasoide 0,34% - 1,07% Saudaveis Saarrpllegtgoz et
Arébia Saudita
0 0, 0
3,3% (Sudoeste) 9,3% £5,8% : : El-Hazmi,
Arébia Saudita Anemia falciforme 1989
0 0, 0
93,2% (Oriente) 11,3% + 6,2%
Talassemia beta Karimi et al
39% - 41% Ird NA intermediaria "
2002
Talassemia beta
0 £ maior e Nadkarni et al.,
25% India NA intermediaria 2001
88.1% Ira 63.0%+15.59% Tglassemlg,b_eta Neishabury et
intermediaria al., 2010
70.5% Ira NA Talassemla beta Neishabury et
maior al., 2010
Carrocini;
) Saudéaveis com Hb Bor_lini-
33,3% Brasil 15,48% + 11,69% Domingos,
F aumentada
2011 (presente
estudo)

Legenda: NA = ndo avaliado.

Tabela 12. Valores médios de Hb F em relacdo a presenca e auséncia do
polimorfismo Xmnl.

Hb F

Polimorfismo i * Total
xmnl me_dla + [?P Valor de p N (%)
(min — max)

15,48 £ 11,69 0

Presenca (2,0 - 33.3) 20 (33,3%)
0,63

A 17,46 £ 11,68 0

Auséncia (2.9-39,2) 40 (66,7%)

Legenda: DP = desvio padrdo; (min — max) = valores minimo e maximo; N = ndmero
amostral. Valor significativo = p < 0,05 (* Teste t de Student).
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Tabela 13. Distribuicdo dos genotipos para o polimorfismo Xmnl nos
dois grupos de estudo.

. Total
Genotipo Xmnl Grupo | Grupo 11
N (%0)
(+1+) 1 1 2 (3,33%)
(+/-) 11 7 18 (30,0%)
(-1-) 22 18 40 (66,7%)
Total 34 26 60 (100%)

Legenda: (+/+) homozigose para o sitio polimorfico Xmnl; (+/-) heterozigose para o
sitio polimorfico Xmnl; (-/-) auséncia do polimorfismo.

Em relagdo a presenca desse sitio polimorfico nos dois grupos analisados, foram
encontradas 12 amostras (60%) positivas no grupo | e oito amostras (40%) no grupo Il. A
analise estatistica ndo revelou diferenca significante em relacdo a presenca desse
polimorfismo nos grupos de estudo (32=0,135; p=0,71).

Dentre as amostras que apresentaram o sitio polimorfico Xmnl, trés eram heterozigotas
para as mutacbes de PHHF, uma para a PHHF-1 e duas para a PHHF-2. Somente uma
amostra apresentou perfil heterozigoto para a 6p-Talassemia Espanhola. Os niveis de Hb F
variaram de 20,9% a 29,0% para as primeiras (PHHF) e foi de 10,2% para a ultima (5p-

Talassemia Espanhola). Tais resultados sdo mostrados na Tabela 14.

Tabela 14. Presenca do polimorfismo Xmnl em amostras heterozigotas para as
mutacOes de PHHF e 6p-Talassemia Espanhola.

Polimorfismo Xmnl

Mutacoes
(+/-) (+/+) Total
PHHF-1 (Black) 1 1 2
PHHF-2 (Ghana) 1 - 1
dp-Talassemia

1 - 1

Espanhola
Total 3 1 4

Legenda: (+/-) heterozigose para o polimorfismo Xmnl; (+/+) homozigose para o polimorfismo Xmnl.
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4.3 ldentificacdo dos padrdes de combinacao dos haplotipos p-globina

A analise dos haplotipos B-globina foi utilizada para a possivel identificacdo da
origem desses alelos na populacdo avaliada. Para os haplotipos B-globina foram analisados
seis sitios polimdrficos. O montante de amostras utilizadas para avaliacdo dos haplétipos de
B-globina foi de 51 amostras, sendo 30 do grupo | e 21 do grupo II.

Foram encontrados 18 tipos de haplotipos, sendo cinco com padrdo de combinacao
tipico (1, 11, 111, V, 1X) e mais 13 haplétipos atipicos, com padrdes distintos de digestdo. Os
sitios polimérficos dos haplétipos atipicos estdo representados na Tabela 15, e foram
classificados por nimeros de 1 a 13, visto que cada um deles possui uma combinacgéo de sitios
polimdrficos unicos que ndo se enquadram na classificacdo previamente descrita por Orkin et
al. (1982).

Tabela 15. Caracterizagdo dos alelos atipicos dos haplétipos B-globina.

Haplotipo - Hind 111 Hinc 11 Avall BamH I
globina y € vA YR 3P B 3B
Atp 1 + - - + + +
Atp 2 - - - + + -
Atp 3 + - - - + +
Atp 4 - - - + + +
Atp 5 - - + + + +
Atp 6 - + + + + +
Atp 7 + - + - + +
Atp 8 - - + - + +
Atp 9 - - - - - -
Atp 10 + + + - + +
Atp 11 + - - + + -
Atp 12 - + - - + +
Atp 13 - - + - + -

Legenda: Atp = atipico; (+) presenga do sitio polimorfico; (-) auséncia do sitio polimérfico.
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Em relacdo a distribuicdo genotipica dos hapl6tipos B-globina avaliados, foram

encontrados 27 padrbes de combinacdo distintos, sendo mais frequentes o Atpl/Atp2 (13,7%),

seguido por Atpl/V (9,8%) e Atp4/V (7,8%). Os padrBes genotipicos de combinacao para as

51 amostras séo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16. Frequéncia genotipica dos haplétipos f-globina nos grupos de estudo.

Haplétipos B-globina Grupo | Grupo 11 N (%)
Atp1/Atp2 2 5 7 (13,72%)
Atpl/V 3 2 5 (9,80%)
Atpa/V 4 - 4 (7,84%)
Atp3/V 3 - 3 (5,88%)
[1/Atp2 1 2 3 (5,88%)
v - 3 3 (5,88%)
Atpl2/V - 3 3 (5,88%)
Atp7/V 2 - 2 (3,92%)
Atp8/V 2 - 2 (3,92%)
Atp5/V 2 - 2 (3,92%)
IX/1 1 - 1 (1,96%)
Atp5/1 1 - 1 (1,96%)
Atp6/V 1 - 1 (1,96%)
Atp4/| 1 - 1 (1,96%)
Atp7/1 1 - 1 (1,96%)
Atp3/I 1 - 1 (1,96%)
Atp7/Atp9 1 - 1 (1,96%)
I/Atp9 1 - 1 (1,96%)
Atp10/V 1 - 1 (1,96%)
IXIV 1 - 1 (1,96%)
Atp2/V 1 - 1 (1,96%)
Atp11/Atpll - 1 1 (1,96%)
Atp7/Atp13 - 1 1 (1,96%)
Atp8/Atp13 - 1 1 (1,96%)
Atp4/Atp2 - 1 1 (1,96%)
11/Atp2 - 1 1 (1,96%)
Atp11/Atp2 - 1 1 (1,96%)
Total 30 21 51 (100%)

Legenda: Atp = Atipico; N = nimero amostral.
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Dos 27 gendtipos verificados nas amostras analisadas, apenas trés (11,1%) estiveram
presentes em ambos 0s grupos de estudo: Atpl/Atp2, Atpl/V e 11/Atp2. Para o grupo | foram
encontrados 16 (59,3%) padrdes genotipicos distintos e para o grupo Il foram verificados oito
(29,6%) gendtipos, ndo encontrados no primeiro grupo.

Do total de 102 cromossomos analisados, foram identificados para os haplétipos B-
globina 28 (27,45%) alelos do tipo V, nove (8,82%) do tipo I, trés (2,94%) do tipo Il, dois
(1,96%) do tipo IX e um (0,98%) do tipo I11. Dentre os padrdes atipicos identificados, 0s mais
frequentes foram os tipos Atp2 (13,72%), Atpl (11,76%), Atp4 (5,88%), Atp7 (4,9%) e Atp3
(3,92%), conforme mostrado na Tabela 17.

Tabela 17. Frequéncia dos alelos B-globina e distribui¢do nos grupos de estudo.

Haplétipos B-globina Grupo | Grupo 11 N (%)
I 6 3 9 (8,82%)
I 1 2 3 (2,94%)
1l - 1 1 (0,98%)
\Y 20 8 28 (27,45%)
IX 2 - 2 (1,96%)
Atp 1 5 7 12 (11,76%)
Atp 2 4 10 14 (13,72%)
Atp 3 4 - 4 (3,92%)
Atp 4 5 1 6 (5,88%)
Atp 5 3 - 3 (2,94%)
Atp 6 1 - 1 (0,98%)
Atp 7 4 1 5 (4,9%)
Atp 8 2 1 3 (2,94%)
Atp 9 2 - 2 (1,96%)
Atp 10 1 - 1 (0,98%)
Atp 11 - 3 3 (2,94%)
Atp 12 - 3 3 (2,94%)
Atp 13 - 2 2 (1,96%)
Total 60 42 102 (100%)

Legenda: Atp = atipico; N = nimero amostral.

Dos 18 alelos diferentes encontrados, oito (44,5%) estiveram presentes em ambos 0s
grupos de estudo. Os alelos 1X, Atp3, Atp5, Atp6, Atp9 e Atpl0 (33,3%) foram observados
apenas em amostras componentes do grupo I, enquanto que os alelos 11, Atpll, Atpl2 e

Atpl3 (22,2%) foram encontrados somente no grupo II.
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Com base nos resultados obtidos em relacdo a frequéncia alélica dos haplotipos -
globina nos dois grupos amostrados, a diferenga verificada em relagcdo aos alelos V e Atp2
foram submetidas a analise estatistica, devido a distin¢do evidente dos mesmos em cada grupo
de estudo. A analise revelou diferenca significante para ambos os alelos, sendo o tipo V mais
frequente no grupo | (x?=4,072; p=0,043) e o tipo Atp2 com maior frequéncia no grupo I1
(x?=7,29; p=0,007).

A relacdo entre a expressao em porcentagem da Hb F correspondente ao haplotipo -
globina herdado é apresentada na Tabela 18.

Tabela 18. Niveis de Hb F de acordo com os haplétipos B-globina.

Hapldtipos p-globina N Hb F (%) (min — max)
I 9 13,47 + 10,98 (4,3 - 31,5)
I 3 22,67 £ 17,39 (2,9 - 35,6)
i 1 32,0
\Y 28 14,0 £ 10,95 (2,4 — 38,1)
IX 2 75+45 (4,3-10,7)
Atp 1 12 17,2+ 12,2 (2,0 - 33,3)

Atp 2 14 22,45+ 12,2 (2,0-37,1)
Atp 3 4 5,42 £ 3,16 (2,4 - 8,3)
Atp 4 6 10,88 £ 10,2 (3,2 — 30,4)
Atp 5 3 8,9+43(43-129)
Atp 6 1 4,9

Atp 7 5 11,92 £ 7,67 (6,4 — 25,4)
Atp 8 3 15,67 £ 8,95 (9,3 — 25,9)
Atp 9 2 9,7+0,14 (9,6 — 9,8)
Atp 10 1 10,2

Atp 11 2 29,565 + 10,67 (22,0 - 37,1)
Atp 12 3 31,97 + 7,94 (23,0 - 38,1)

Atp 13 2 25,64 + 0,35 (25,4 — 25,9)
Legenda: Atp = atipico; N = nimero amostral; (min - max) = valores minimo e maximo.

De acordo com os resultados apresentados na Tabelal8, temos que os haplotipos
Atpl2, Atpll, Atpl3 e Il foram aqueles que apresentaram as maiores relacdes com altos
niveis médios de Hb F (31,97%, 29,55%, 25,65% e 22,67%, respectivamente). Em
contrapartida, os haplotipos Atp6, Atp3, IX e Atp5 estiveram mais relacionados com

concentragdes baixas dessa hemoglobina (4,9%, 5,42%, 7,5% e 8,9%, respectivamente).
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A Tabela 19 mostra a relacdo existente entre os haplotipos f-globina encontrados e a
presenga de mutag¢des para a PHHF e para a 6p-Talassemia e do sitio polimdrfico Xmnl. Dos
18 alelos diferentes encontrados para os haplotipos B-globina, apenas o Atp3 ndo estava
relacionado com os outros polimorfismos analisados. Dentre esses diferentes alelos, os que
apresentaram maiores niveis de Hb F foram o Ill, Atpl2, Atpl3, Atp8 e Atp 11 (32,0%,
38,1%, 25,9%, 25,9%, e 29,55%, respectivamente). Os alelos que apresentaram relacdo com
menores niveis de Hb F foram IX, Atp6, Atp9, Atp7 (4,3%, 4,9%, 9,7% e 9,8%,

respectivamente).

Tabela 19. Relagdo entre os hapldtipos B-globina e os outros polimorfismos investigados nas amostras
analisadas.

Haplotipos - o\ o o Talassemia  Lonmorfismo % Hb F
globina Xmnl
| 2 1 1 4 16,12 + 11,58
I 1 i 2 3 22,67 + 17,39
1 i i 1 1 32,0
Y, 5 1 9 15 16,65 + 11,6
IX 1 i i 1 4,3
Atp 1 5 i 8 13 18,39+ 11,52
Atp 2 7 i 7 14 2324+1235
Atp 3 i i i i i
Atp 4 1 i 2 3 17,53 + 11,14
Atp 5 i i 1 1 12,9
Atp 6 i i 1 1 4,9
Atp7 1 1 i 2 9,8+ 0,28
Atp 8 1 i i 1 25,9
Atp 9 i 2 i 2 9,7 0,14
Atp 10 i 1 i 1 10,2
Atp 11 2 i 1 3 29,55 + 10,68
Atp 12 1 i i 1 38,1
Atp 13 1 i i 1 25,9

Legenda: Atp = atipico; N = nimero amostral.
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5 Discussao

No grupo avaliado, as amostras com niveis de Hb F abaixo de 15% apresentaram
maior frequéncia dos polimorfismos 6p-Talassemia Espanhola, Xmnl e haplétipos da B-
globina. Em contrapartida, a frequéncia dos polimorfismos avaliados em amostras com
concentragdes de Hb F acima de 15% foi menor, caracterizando um grupo no qual houve
predominancia de mutacGes de PHHF. A partir desses achados é possivel sugerir que
determinadas concentragdes de Hb F podem estar relacionadas com diferentes mutacdes que
influenciam os niveis dessa hemoglobina.

Nossos resultados mostraram que as mutacGes de op-Talassemia foram pouco
presentes no grupo amostral avaliado. Nesse estudo, os heterozigotos para a op-Talassemia
Espanhola apresentaram niveis de Hb F que se encontram dentro da faixa de variagdo
esperada para tal mutacdo, corroborando os dados da literatura (HUISMAN et al., 1996). A
mutacdo de origem Siciliana néo foi verificada nas amostras analisadas. Embora os relatos da
literatura indiquem que ambas as mutacOes estdo relacionadas ao aumento de Hb F, tais
alteracdes ndo caracterizam o aumento dessa hemoglobina nas amostras analisadas, fato que
requer a avaliacdo de outros polimorfismos relacionados aos elevados niveis de Hb F na vida
adulta. Entretanto, ndo se pode descartar o fato de que o namero reduzido de amostras
analisadas possa ter influenciado a baixa frequéncia dessas mutagdes. A presenca da mutacao
de origem espanhola, ainda que pouco frequente, reforca a influéncia de grupos étnicos
mediterraneos na formacao da populacdo avaliada nesse trabalho. Para confirmar tal hipdtese,
destacamos a necessidade da avaliagdo de outros marcadores genéticos de ancestralidade de
melhor caracterizacdo para os referidos grupos populacionais.

Craig et al. (1994) encontraram frequéncia de 56,5% para a mutacdo 5p-Talassemia
Siciliana, na investigacdo de possiveis mutacbes relacionadas ao aumento de Hb F em
individuos de origem italiana, grega e inglesa, diferindo dos resultados encontrados nesse
trabalho. Andrade (2002) encontrou, na regido de Campinas-SP, a presenca de heterozigotos
para a mutacdo de origem siciliana, mas ndo verificou a presenca da mutacdo espanhola. A
comparacdo dos nossos achados com os relatos de Andrade (2002) revelam um cenario
distinto em relacdo as mutagdes de dp-Talassemia na populagdo do estado de S&o Paulo, que
recebeu muitos imigrantes de origem mediterranea. Em nosso grupo de estudo foi verificada
apenas a mutacao de etnia espanhola, ao passo que para individuos da regido de Campinas foi

observada somente a mutacdo de origem siciliana. Essa diferenca pode indicar um processo
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distinto de fluxo migratério ocorrido em nosso estado, refletindo em caracteristicas desiguais
de ambas as populagdes em relacdo as mutac6es herdadas.

De maneira geral, quando comparamos a frequéncia das mutacbes delecionais de
PHHF (Apéndice C) e dB-Talassemia investigadas no grupo de amostras analisado nesse
trabalho, torna-se possivel inferir que as mutacdes PHHF-1 (Black) e PHHF-2 (Ghana) estdo
mais relacionadas ao aumento nos niveis de Hb F. Além disso, a presenca dessas mutacfes
reforca 0 processo de miscigenagdo ocorrido na formacdo da populagdo brasileira, com
influéncia de diferentes grupos étnicos africanos.

Em relagdo a presenca do polimorfismo Xmnl, nossos achados revelaram frequéncia
de 33,3%, com niveis médios de Hb F de 15,48% (variando de 2,0% a 33,3% do total de
hemoglobinas) em individuos saudaveis. Sampietro et al. (1992) verificaram frequéncia de
14% em individuos saudaveis de origem caucasoide, e os niveis de Hb F relacionados a
presenca desse sitio polimorfico foram menores que 1,1%. Em populacbes japonesas e
coreanas, a frequéncia desse polimorfismo foi de 16% e 15%, respectivamente (SHIMIZU et
al., 1992).

Relatos da literatura mostram a influéncia desse sitio polimorfico em individuos com
alteracdes de hemoglobinas. Para portadores de talassemia beta maior ou intermediaria de
origem iraniana, Karimi et al. (2002) verificaram a frequéncia do polimorfismo Xmnl
variando de 39% a 41%, diferindo dos achados de Neishabury et al. (2010), que encontraram
frequéncia de 70,5% e 88,1%, respectivamente. Para individuos beta talassémicos de origem
indiana, Nadkarni et al. (2001) revelaram que a frequéncia desse sitio polimorfico foi de 25%.
Relatos de Gibney et al. (2008) mostraram que para beta talassémicos heterozigotos orientais
a frequéncia do polimorfismo Xmnl foi de 14%.

El-Hazmi (1989) investigou a frequéncia do polimorfismo Xmnl em individuos
saudaveis, heterozigotos para a Hb S e portadores de anemia falciforme nas regides oriental e
sudoeste da Arabia Saudita. A frequéncia desse sitio polimérfico foi maior na regido oriental
em relacdo a regido sudoeste para todos os individuos avaliados. Para as amostras sem
alteracdes de hemoglobinas, a frequéncia verificada foi de 10% na regido oriental e de 9,6%
na regido sudoeste; para 0s heterozigotos a frequéncia observada foi de 62,5% para a primeira
regido e de 9,5% para a segunda; nos portadores de anemia falciforme, essa frequéncia foi de
93,2% e 3,3% para as regides oriental e sudoeste, respectivamente. Esses achados revelaram
que a frequéncia do polimorfismo Xmnl nos individuos normais dessa regidao foram menores
em relacdo a frequéncia verificada em nosso grupo amostral, fato que pode refletir uma

caracteristica intrinseca da populacdo avaliada no presente trabalho.
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Em nosso grupo de estudo, esse sitio polimérfico esteve mais presente em individuos
cujos niveis de Hb F estavam abaixo de 15% do total de hemoglobinas. Relatos da literatura
associam a presenca desse polimorfismo com concentracfes de Hb F variando de 2,9% a
5,1% (HUISMAN et al., 1996) e de 2,0% a 20,0% (STAMATOYANNOPOULOS et al.,
1987) em individuos sem alteragdes de hemoglobinas. Nossos achados revelaram
concentragdes discrepantes de Hb F na presenca do sitio polimérfico Xmnl, indicando que
esse polimorfismo pode estar relacionado a niveis mais elevados de Hb F em individuos
saudaveis do que o relatado na literatura. No entanto, para quatro das 20 amostras que
apresentaram esse sitio polimorfico, os niveis de Hb F foram explicados pela presenca de
outras mutagdes, dentre eclas a PHHF e a o&p-Talassemia, de modo que a presenca do
polimorfismo Xmnl ndo foi determinante para influenciar o aumento nos niveis de Hb F em
tais amostras.

De maneira geral, os achados de nosso grupo de pesquisa em busca dos fatores
genéticos envolvidos na regulagdo dos genes da y-globina, em individuos adultos sem queixas
de anemia da regido Noroeste do estado de S&o Paulo, mostraram que os niveis elevados de
Hb F séo influenciados pela presenca de mutacbes para a PHHF e do polimorfismo Xmnl,
evidenciando que ambas as alteracGes genéticas caracterizam a base molecular da populacéo
avaliada.

Os haplétipos B-globina tém sido bastante utilizados para obtencdo de informacdes
sobre as relacdes genéticas e evolutivas nas diferentes populagdes (MAGANA et al., 2010).
Encontramos 27 padrdes distintos de combinacdo genotipica. Apenas trés dos 27 padrdes
encontrados ndo apresentaram hapldtipos atipicos. O padrdo Atpl/Atp2 foi o haplétipo mais
frequente no grupo de amostras avaliado. Nossos achados em relagdo aos padrdes de
combinacdo de alelos foram os haplétipos I, 11, 111, V e IX, além de 13 alelos atipicos (Atpl a
Atpl3). Dentre esses alelos atipicos, o Atp4 foi verificado por Bezerra (2007) em um
individuo portador da interacdo Hb S/Beta-talassemia, proveniente do estado de Pernambuco.
Esse individuo era portador da mutacio de beta talassemia 1VS-1-2, fenotipo B°, associado
com quadro clinico grave (HUISMAN et al., 1996) e apresentava 15% de Hb F. Belini-Janior
(2010) encontrou dois dos alelos atipicos observados neste estudo (Atpl e Atp3), em
individuos portadores da interacdo Hb S/Beta-talassemia, provenientes do estado de Séo
Paulo. O primeiro haplétipo atipico foi observado em dois individuos que apresentaram as
mutagOes de beta talassemia 1VS-1-6, fendtipo B*, associado com quadro clinico brando, e

IVS-1-110, fenétipo B, de clinica grave, cujos valores médios de Hb F verificados foram de
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9,6%. O segundo haplétipo atipico foi verificado em um individuo portador da mutacéo 1VS-
I-6, com auséncia de Hb F.

Em relacdo a frequéncia alélica dos haplotipos B-globina, Orkin et al. (1982)
mostraram que a frequéncia individual de cada alelo variou de 1% a 47%, em individuos de
origem mediterrdnea portadores de beta talassemia, sendo o mais frequente o haplétipo I,
seguido por Il e V. Nossos achados mostraram que, para as amostras avaliadas, o haplétipo
mais frequente foi o V, seguido pelos haplétipos atipicos Atp2 e Atpl. Com base nos
polimorfismos avaliados, esses trés haplétipos foram os que apresentaram maior relacdo com
a presenca de mutacbes para a PHHF e do polimorfismo Xmnl. Labie et al. (1985)
verificaram, em individuos beta talassémicos da Algeéria e Sicilia, que os haplotipos 111 e IX
estavam fortemente associados a presenca do sitio polimdrfico Xmnl, enquanto que o0s
hapldtipos |, 11 e V ndo apresentaram tal relagdo, diferindo dos nossos achados em individuos
saudaveis.

A frequéncia elevada do haplétipo V nas nossas amostras em relacdo aos relatos de
Orkin et al. (1982) e a alta frequéncia de hapldtipos atipicos podem refletir um intenso grau de
miscigenacdo na populacdo avaliada, sugerindo uma caracteristica multiétnica para a
populacdo brasileira, com necessidade de avaliacdo de marcadores genéticos populacionais
para corroborar tal hipotese.

Neste trabalho foram avaliados alguns dos polimorfismos presentes no cluster da p-
globina conhecidos por influenciar a expressao dos genes y e, consequentemente, os niveis de
Hb F, dentre eles muta¢des delecionais para a PHHF, mutagdes para a op-Talassemia,
polimorfismo XmnI e o padrdao de combinac¢do dos haplétipos da B-globina. No entanto, esses
polimorfismos ndo conseguiram explicar, em sua totalidade, os niveis elevados de Hb F em
individuos adultos, saudaveis e sem queixas de anemia, que foram avaliados nesse estudo,
visto que esses polimorfismos foram verificados em 58,33% das amostras analisadas. Dessa
forma, nossos achados reforcam os relatos da literatura em relacdo a influéncia de outros
componentes genéticos presentes no cluster da B-globina como, por exemplo, a regido dos
genes dos receptores olfatérios, e de QTLs distribuidos pelo genoma, dentre eles SNPs na
regido 6023, na regido 2916, na regido Xp22.2 e na regido 8q, sugerindo que outras regides
polimorficas estdo envolvidas na regulagdo dos genes y-globina.

Além desses componentes genéticos, 0s microRNAs (miRNAs) parecem estar
relacionados ao processo de troca de expressao que ocorre entre a Hb F e a Hb A, processo
importante para o desenvolvimento clinico de portadores de anemia falciforme e talassemia

beta. Estudos realizados por Noh et al. (2009) mostraram a expressdo diferenciada de
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miRNAs em amostras de corddo umbilical e de individuos adultos, sugerindo que a expressdo
de determinados miRNAs ocorrem em associacdo com a troca de expresséo de genes durante
a transi¢do do periodo fetal para adulto em humanos. Em relacdo a regulagdo dos genes da y-
globina, Bianchi et al. (2009) verificaram que o miR-210 atua na inducdo da producéo de Hb
F, sugerindo o envolvimento desse miRNA na regulagdo dos genes y-globina durante o
processo de diferenciacdo da linhagem eritrdide.

De maneira geral, o entendimento e identificacdo dos fatores genéticos que
influenciam a expressdo dos genes da vy-globina podem auxiliar na descoberta e
desenvolvimento de estratégias terapéuticas para promover o aumento da Hb F em individuos
portadores de alteracbes de hemoglobinas, como a anemia falciforme e talassemia beta,
reduzindo as complicac@es clinicas e proporcionando melhora nas condicdes de vida desses

pacientes.
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6 Conclusdes

o Foram encontradas trés amostras heterozigotas para a mutagdo OSp-Talassemia
Espanhola, mas o mesmo ndo foi verificado para a dp-Talassemia Siciliana. A presenca da
mutacdo de origem espanhola, ainda que pouco frequente, reforca a influéncia de grupos

étnicos mediterraneos na formacdo da populacéo avaliada nesse trabalho.

o Em relagdo a presenca do polimorfismo Xmnl, nossos achados revelaram frequéncia
acima da média encontrada na literatura para a populacdo saudavel. Esse sitio polimérfico
esteve mais presente em individuos cujos niveis de Hb F estavam abaixo de 15% do total de
hemoglobinas. Para quatro amostras que apresentaram esse sitio polimorfico, os niveis de Hb
F foram explicados pela presenca de outras mutagdes, de modo que a presenca do
polimorfismo Xmnl ndo foi determinante para influenciar o aumento nos niveis de Hb F em

tais amostras.

o Em relacdo aos haplétipos B-globina, verificamos a presenca de muitos alelos atipicos
para a populacdo analisada. Alguns dos haplétipos atipicos apresentaram associacdo com
mutacOes para a PHHF, 6p-Talassemia Espanhola e o polimorfismo Xmnl, além de niveis de

Hb F acima dos valores de normalidade para individuos adultos.

o No grupo de individuos avaliado, a mutacdo o&p-Talassemia Espanhola, o
polimorfismo Xmnl e¢ a maioria dos padroes de combinagdo dos haplotipos B-globina
encontrados foram verificados com maior frequéncia em amostras que apresentavam niveis de
Hb F inferiores a 15%. Em contrapartida, as mutacGes de PHHF-1 e PHHF-2 foram mais
frequentes em amostras de individuos com concentracfes de Hb F acima de 15% do total de

hemoglobinas.

Concluimos que os polimorfismos avaliados, com exce¢do da mutagdo dp-Talassemia
Siciliana, estdo relacionados com os aumentos nos niveis de Hb F em individuos adultos e
saudaveis que fizeram parte desse estudo. No entanto, esses fatores genéticos ndo
conseguiram explicar, em sua totalidade, o aumento da expressdo dos genes da y-globina,
sugerindo que outras regides polimdrficas possam atuar na regulacdo dos genes y e influenciar

as concentragdes de Hb F na vida adulta.
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Abstract

The human hemoglobin genes are located in a and 8 globin clusters, present in chromosomes
16 and 11, respectively. Different types of hemoglobin are synthesized according to the stages
of development, and fetal hemoglobin (o, y2) (Hb F) is the main hemoglobin in fetal period.
After birth, there is a reduction in Hb F levels, until 1%, and adult hemoglobin, Hb A (a2 B2),
shows concentration above 96% of total hemoglobin. However, some genetic conditions,
linked or not to the B-globin gene cluster, are associated with elevated Hb F levels in adult
life. Among the conditions linked to the B-globin are the Hereditary Persistence of Fetal
Hemoglobin (HPFH), Delta-Beta Thalassemia (6p-Thalassemia) and the Xmnl polymorphism
(-158 C > T). Other polymorphisms not related to B-globin gene cluster are known to
influence y-globin gene expression in adulthood. The most relevant polymorphism to the
increase in the concentration of Hb F are the HMIP locus on chromosome 6, the BCL11A
locus on chromosome 2, region Xp22.2 on the X chromosome and 8q region on chromosome
8. The understanding of genetic variants that contribute to the variation in Hb F levels can
assist in the discovery of new therapeutic strategies and development of pharmaceutical
agents to promote the increase of this hemoglobin, improving the clinical status of patients

with beta-hemoglobinopathies.

Key-words: Hb F, HPFH, 5p-Thalassemia, Xmnl polymorphism.
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Resumo

Os genes da hemoglobina humana estdo localizados em duas familias génicas, alfa (o)) e beta
(B), nos cromossomos 16 e 11, respectivamente. Diferentes tipos de hemoglobina sé&o
sintetizadas de acordo com os estagios do desenvolvimento, sendo a hemoglobina fetal (a y2)
(Hb F) a principal hemoglobina no periodo fetal. Apds o nascimento, ha uma reducdo nos
niveis dessa Hb mantendo-se em até 1%. No entanto, algumas condic¢des genéticas, ligadas ou
ndo a familia B-globina, estdo relacionadas com niveis elevados de Hb F na vida adulta.
Dentre as condigdes ligadas a B-globina estdo a Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina
Fetal (PHHF), a Delta-Beta Talassemia (33-Talassemia) e o polimorfismo Xmnl (-158 C > T).
Outros polimorfismos ndo ligados a familia beta-globina sdo conhecidos por influenciar a
expressao dos genes y-globina na vida adulta, sendo os mais relevantes para 0 aumento nas
concentracdes de Hb F o locus HMIP no cromossomo 6, o locus BCL11A no cromossomo 2, a
regido Xp22.2 no cromossomo X e a regido 8g no cromossomo 8. O entendimento das
variantes genéticas que contribuem para a variagdo nos niveis de Hb F pode auxiliar na
descoberta de novas estratégias terapéuticas e desenvolvimento de agentes farmacologicos
para promover 0 aumento dessa hemoglobina, melhorando o quadro clinico de portadores de

beta-hemoglobinopatias.

Palavras-chave: Hb F, PHHF, p-Talassemia, polimorfismo Xmnl.
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Organizacao dos genes globinicos

Os genes da hemoglobina humana estdo localizados em duas familias génicas,
denominadas a (alfa) e B (beta) globina. A familia de genes a-globina esté localizada no brago
curto do cromossomo 16, e a cadeia polipeptidica formada totaliza 141 aminoacidos. E
composta por trés genes inativos, os pseudogenes (Y, ya e yp), trés genes funcionais (, o €
02) e dois genes com fungdes ndo identificadas in vivo (u e 81) *. A familia de genes B-globina
esta localizada no braco curto do cromossomo 11, cujos produtos de sintese apresentam 146
aminoacidos. Essa familia ¢ composta por um pseudogene (yfp) e cinco genes funcionais,
expressos durante as diferentes fases do desenvolvimento, na mesma ordem em que estdo
dispostos no segmento de DNA (5” - € ¢ v* & B - 3°) 3. A Figura 1 ilustra a localizagéo e

estrutura das familias génicas a e B-globina.

16p13.3 0 10 20 30 40 S0 60 70 kb
Familia ¢-globina HS-40 52 yiiyaryas a2 «q O
——4 L {{-—-8
Cromossomo 16 4 -
Emb rionario Fetal Adulio
11p15.5 Q‘C: o€ ;:’!: Q:C"!: Cl:*‘{z a8; O:ﬂz
» “ » ~ v < 4
Familia p-globina \ T
- y , .
HS543 21 & Gy A vp a R
Cromossomo 11 :
-+ & —
e P it
E LCR ..Hn-..-.‘l-::..\.Au'...l..-........:......4....-"" seametne™

Figura 1: Localizagdo das familias a e B-globina e composi¢do das moléculas de Hb formadas (Modificado de
Manca & Masala, 2008) “.

Durante a ontogenia das cadeias globinicas, os eritrocitos expressam diferentes genes
pertencentes as familias o e B-globina e a mudanca na expressao dos mesmos ocorre em dois
estagios distintos do desenvolvimento: (1) do periodo embrionario para o fetal, no inicio da
gestacédo, que envolve a mudanca na expressdo das globinas tipo alfa ({ por a) e tipo beta (e
por v); e (2) do periodo fetal para o adulto, envolvendo a mudanga apenas nas globinas tipo

beta (y por B), ocorrendo, aproximadamente, seis meses ap6s o nascimento °.
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A Hemoglobina Fetal e os beneficios para individuos com alteracfes de hemoglobina

A hemoglobina Fetal (Hb F), formada por duas cadeias globinicas o e duas y (az y2), é

produzida em altos niveis durante o periodo fetal, devido a elevada expressdo dos genes da y-
globina ®.
Os genes y-globina, cuja expressdo é predominante no periodo fetal, sdo resultantes de uma
duplicacdo em tandem de 5 kilobases (kb). Esses genes diferem em apenas um aminoécido,
glicina (y®) ou alanina (y*), na posicdo 136 da cadeia polipeptidica. Ao nascimento, as
cadeias v° sdo mais abundantes, enquanto que as cadeias y* predominam na vida adulta .

Em individuos adultos, o gene da B-globina é predominantemente expresso e a
hemoglobina adulta, Hb A (o2 [2), consiste em aproximadamente 98% do total de
hemoglobinas, enquanto os genes da y-globina s&o pouco expressos e a Hb F consiste em
menos de 1% do total . A variacdo nas concentracdes de Hb F é avaliada de maneira mais
sensivel pela identificacdo das ceélulas F, eritrécitos adultos que contém quantidades
mensurdveis dessa Hb. Os niveis de células F e Hb F variam consideravelmente em
individuos adultos saudaveis e, geralmente, existe uma boa correlagdo entre os niveis dessas
células e de Hb F °*°.

Quando os genes da y-globina estdo altamente expressos, a presenca de niveis
aumentados de Hb F nos eritrocitos pode compensar os produtos defeituosos da B-globina e
reduzir significativamente os sintomas de hemoglobinopatias como a anemia falciforme 2. A
concentracdo de Hb F e sua distribuicdo entre os eritrocitos sdo um dos principais
moduladores genéticos da doenca, visto que altos niveis dessa Hb diluem a quantidade de Hb
S, inibindo ou retardando o seu processo de polimerizacdo, o que resulta na diminuicdo de
eventos deletérios ™. Na talassemia beta, o aumento induzido na producéo de cadeias gama
tem um efeito benéfico no quadro clinico de homozigotos para essa doenca, ndo apenas por
reduzir o desequilibrio das cadeias do tipo o / ndo o, mas também por produzir um aumento

na sintese de Hb total *

. Assim, a expressdo aumentada dos genes da y-globina tem relevancia
clinica no tratamento das doengas relacionadas a p-globina ®.

Algumas condicfes genéticas sdo conhecidas por influenciar a expressdo dos genes y-
globina na vida adulta. Dentre elas estdo a Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal

(PHHF) e a Delta-Beta Talassemia (8p-Talassemia) ****.
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Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal

A PHHF é uma condicdo geralmente benigna, caracterizada pela ndo mudanca na
sintese de globina gama para beta, resultando na producdo substancial de cadeias gama e,
consequentemente, de Hb F *°. Tal condicio pode ocorrer por mutaces pontuais na regido
promotora dos genes y-globina ou por delecdes de parte da familia B-globina °. De acordo
com a literatura, os niveis de Hb F para as PHHF delecionais sdo, na maioria dos casos, mais
elevados em relacdo as mutagdes ndo-delecionais.

As mutacbes de PHHF estdo associadas a diferentes grupos étnicos. Individuos que
apresentam mutacdes para a PHHF exibem eritrécitos normais *’. Em estudos realizados por
nosso grupo de pesquisa em busca de mutagdes relacionadas ao aumento de Hb F na vida
adulta, em individuos saudaveis e sem queixa de anemia, verificamos a presenca de 26,7% de
individuos heterozigotos para a forma delecional de PHHF, dentre elas a PHHF-1 (Black) e a
PHHF-2 (Ghana), sendo essa ultima a mutacdo mais frequente. As duas mutacdes avaliadas
foram verificadas em individuos que apresentavam niveis de Hb F acima de 15% do total de
hemoglobinas (dados ndo publicados). Em relacdo a morfologia eritrocitaria, verificamos a
presenca de alteracdes discretas, o que reflete um cenario diferente em relacéo aos achados da
literatura.

A Tabela 1 apresenta as diferentes concentracdes de Hb F para as mutacfes pontuais e
delecionais de PHHF, bem como os grupos étnicos que estdo associados com cada uma das

mutacoes.
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Tabela 1: Mutagdes associadas com aumento de Hb Fetal, grupos étnicos e valores de Hb F.

Tipo de mutacao Mutacéo % de Hb F*
- 110 (A > C) y° (Suica) 0,6% - 0,8%
Mutacdes - 114 (C 2> G) v° (Australiana) 8,6%
Pontuais - 114 (C > T) y° (Japonesa) 11,0% - 14,0%
-175(T > C)7° 22,1%

- 202 (C > G)y°©
- 114 (C > T) v (Gedrgia)

- 117 (G > A) y* (Negra-Grega)
- 117 (G > A) y* (Grega-Italiana)
- 158 (C > T) v (Grega)

- 175 (T > C) y* (Negra)

- 195 (C > G) y*(Brasileira)

- 196 (C > T) y” (Italiana)

- 198 (T > C) v (Britanica)
-202(C>T)y*

18,0% - 23,5%
4,7% - 4,8%
10,9% - 15,9%
7,1% - 19,0%
2,9% - 5,1%
36,7% - 38,5%
4,5% - 7,0%
12,0% - 16,0%
1,8% - 13,0%
1,6% - 3,9%

Delecdes PHHF-1 (Negra)
PHHF-2 (Gana)
PHHF-3 (Indiana)
PHHF-4 (Italiana)
PHHF-5 (Siciliana)
PHHF-6 (Tailandesa)

21,4% - 28,2%
21,6% - 27,2%
21,6% - 23,6%
21,0% - 30,0%
16,0% - 20,0%
17,2% - 20,0%

Legenda: y°: gene gama glicina; y*: gene gama alanina; PHHF: Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal;

* 17

Delta-Beta Talassemia [(8f)°- Talassemia]

A Op-Talassemia é caracterizada pela expressdo persistente dos genes y-globina
durante a vida adulta em associa¢do com a expressdo diminuida ou ausente dos genes o e -
globina, ocasionando aumento nas concentraces de Hb F, além da presenca de eritrocitos
hipocrémicos e microciticos **. Essa condicdo genética ocorre por delecdes que envolvem os
genes & e B-globina [y®y"(5p)°-Talassemia] e também o gene y* [y¢(y"*5p)°-Talassemia] **"%.
Individuos heterozigotos para as mutagdes de Yy (8p)°-Talassemia apresentam variacéo de
Hb F entre 4,0% e 18,6%, enquanto que para as mutagdes y°(y"5p)°-Talassemia os niveis de

Hb F encontrados variam de 9,3% a 25% (Tabela 2).



Apéndice A

84

Tabela 2: Mutagdes de 6p-Talassemia associadas com aumento de Hb F e origem étnica.

Tipo de mutagéo Etnia % de Hb F*
Belga 14,0 % - 23,0%
Malaia-1 25%
Yo(y*5pB)° Negra 17,3% - 21,6%**
Chinesa 9,3% - 15,7%
Alemd 9,9% - 12,5%
Turca 10,0% - 13,0%
Macedonia 6,7% - 12,8%
Tailandesa 9,9%
Leste Europeu 13,0% - 18,0%
AN Siciliana 4,0% - 18,6%
Negra 24,8%**
Espanhola 5,0% - 13,0%
Japonesa 7,8%
Turca 6,0% - 15,0%

Legenda: * %, ** Mutac@es associadas com a presenca de Hb S.

Achados do nosso grupo de pesquisa em relacdo a frequéncia das mutacbes of-
Talassemia Siciliana e 6p-Talassemia Espanhola revelaram a presenca apenas da mutacao de
origem espanhola em trés individuos com niveis de Hb F iguais a 9,6%, 9,8% e 10,7% (dados

ndo publicados), cujos valores est&o dentro da variacio esperada para essa mutacdo **.
Polimorfismos genéticos envolvidos na regulacdo da Hb F

Estudos familiares mostram que os niveis de Hb F elevados tendem a ser herdados,
mas muitas vezes o padrdo de heranca ndo esta claro, e essa caracteristica parece segregar
independentemente da familia B-globina ?#. A distribuicdo continua de Hb F e células F nas
populacdes sugerem que a variabilidade dessa caracteristica ndo seja proveniente da heranca
de apenas um locus génico, mas sim da combinacdo de multiplos genes localizados em
cromossomos diferentes. Dessa forma, em termos genéticos, os altos niveis de Hb F na vida
adulta sdo considerados como uma caracteristica quantitativa, na qual a atuacdo de multiplos
genes aliados a um componente ambiental pode explicar a auséncia de um claro padrdo de
heranca mendeliana em relacdo a variabilidade de Hb F .

Em algumas situagdes, ndo esta claro se a variabilidade genética na familia B-globina
desempenha um papel determinante em relacdo a variacdo da Hb F nas populacbes. Tal

variagdo é atribuida a co-heranca de polimorfismos que afetam regides reguladoras na familia
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da B-globina ou préximas a ela. Nesse cenério, foram realizados estudos em busca de genes
candidatos, bem como analise de associacdo, a fim de explicar os elevados niveis de Hb F na
vida adulta, acreditando-se que, nessa faixa etaria, os niveis elevados de Hb F sdo herdados
como caracteristicas quantitativas que dependem de muitos loci génicos 2°.

Estudos de associacdo de genomas (GWAS) e estudos em familias mostraram que
regides nao pertencentes a familia 3-globina, dentre elas 2916, 6923, 8q e Xp22.2-22.3, estdo
implicadas na regulacéo de Hb F ?°. Aproximadamente 45% da variacdo nos niveis de Hb F
esta associada com a presenca de trés loci de caracteristica quantitativa (QTLS) principais, que
incluem o polimorfismo Xmnl no cromossomo 11 (11p15), o locus HMIP no cromossomo 6
(6g23) e os SNPs (polimorfismo de nucleotideo Gnico) para o gene BCL11A no cromossomo
2 (2q16) 107,

Polimorfismo Xmnl (- 158 C = T) — Cromossomo 11

O polimorfismo Xmnl, conhecido por influenciar a expressio do gene y®, predispde ao
aumento das concentracdes de Hb F, particularmente em condicdes de estresse eritropoiéetico
28 Em pacientes com doenca falciforme e talassemia beta, a presenca desse polimorfismo esta
relacionada com niveis mais elevados de Hb F em relacdo aos individuos que ndo apresentam
tais alteragdes de hemoglobinas 2°. Na presenca desse sitio polimérfico, ocorre aumento na
propor¢do de cadeias y©, fazendo com que a taxa das cadeias y®:y* atinja valores semelhantes
ao que é encontrado ao nascimento, equivalente a 70:30 %3,

Este polimorfismo € comum em muitos grupos populacionais, nos quais a frequéncia
encontrada varia de 32% a 35% 2°. Estudos realizados por Peri et al. (1997) ** e Garner et al.
(2000) ?* observaram essa mesma frequéncia para individuos caucasdides e europeus
saudaveis. Relatos do nosso grupo de pesquisa verificaram frequéncia de 33,3% para esse
polimorfismo em individuos saudaveis, com Hb F variando de 2,0% a 33,3%. O sitio
polimérfico Xmnl foi mais frequente (60%) em individuos com niveis de Hb F abaixo de 15%
do total de hemoglobinas (dados nao publicados).

Para populacBes que apresentam alteracdes de hemoglobinas, a frequéncia do
polimorfismo Xmnl difere do que é relatado para a populacéo saudavel. A Tabela 3 evidencia
os relatos da literatura em relacdo aos niveis de Hb F, o fen6tipo expresso e a presenca do

polimorfismo Xmnl em diferentes grupos populacionais.



Apéndice A

86

Tabela 3: Frequéncia do polimorfismo Xmnl e niveis de Hb F em diferentes populacfes

saudaveis e com hemoglobinopatias.

Frequéncia do

polimorfismo F;ZE:J(!IZ%ZO Niveis de Hb F  Fendtipo expresso Referéncia
Xmnl
0,22 £ 0,03 Talassemia beta
0 ) 1
14% Hong Kong g/dL heterozigota 33
14% Caucasoide 0,34% - 1,07% Saudaveis 30
3,3% Arabia Saudita 9,3% + 5,8%
(Sudoeste) Anemia falciforme 37
Arébia Saudita
93,2% . 11,3% + 6,2%
(Oriente)
Talassemia beta
39% -41% Ird NA intermediaria 34
Talassemia beta
25% india NA _ maior e 36
intermediaria
o 63,0% + Talassemia beta
88,1% Iré 15.59% intermediéria 35
70.5% Ira NA Talassemla beta 35
mairo
. 15,48% + o (dados néo
0 )
33,3% Brasil 11,69% Saudaveis publicados)

Os niveis de Hb F associados ao sitio polimorfico Xmnl sdo moderados e podem nao
ser suficientes para explicar a ampla variacdo fenotipica que € observada em algumas
situacdes *°. Ballas et al. (1991) * revelaram a associacao entre a presenca do sitio Xmnl e o
aumento na taxa de cadeias y®:y*, mas ndo verificaram aumento significativo nos niveis de
Hb F. Tais achados sdo corroborados por Nemati et al. (2009) *!, que ndo encontraram relacéo
significante entre os niveis de Hb F e a presenca de Xmnl em individuos iranianos com beta
talassemia. De maneira geral, embora a presenca do sitio polimérfico Xmnl mantenha a
propor¢io de cadeias y®:y* préxima aos valores encontrados durante a vida fetal, ndo ha
necessariamente um aumento nos niveis de Hb F *°. Menzel et al. (2007) °, avaliando a
presenca desse sitio polimoérfico em individuos europeus saudaveis, verificaram que o Xmnl

contribui com aproximadamente 10% da variacdo de células F na populacéo avaliada.
Regido 8g — Cromossomo 8

Estudos de associagdo em familias de origem indiana identificaram um QTL no

cromossomo 8, mais precisamente na regido 8q, que apresentou ligacdo com 0s niveis
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elevados de células F e Hb F. Nesses individuos, a presenca desse locus estava associada a
presenca do sitio polimdrfico Xmnl. Pesquisadores sugerem que o QTL 8q pode ser
responsavel por codificar um fator de regulacdo que atua como repressor ou ativador

transcricional, que se liga diretamente ao sitio Xmnl ou em regides proximas a ele *.
Regido 6923 (Locus HMIP) — Cromossomo 6

Estudos recentes mostram que outro locus de caracteristica quantitativa, o HMIP na
regido 6g23, situado na regido intergénica HBS1L-MY B, influencia os niveis de Hb F. O gene
HBS1L esta envolvido na regulacdo de uma gama de processos celulares e é expresso em
células da linhagem hematopoiética, enquanto que o gene MYB esta envolvido na oncogénese
e desempenha um papel essencial no processo de eritropoiese 2**. Acredita-se que a regi&o
génica 6q seja responsavel por codificar um fator envolvido na via de maturacdo eritroide,
resultando em aumento nos niveis de células F e Hb F *2. Os resultados obtidos por Garner et
al. (1998) ** evidenciam a influéncia do QTL 6g23 na modulacéo dos niveis de Hb F e na
producdo de células F em individuos beta talassémicos de origem indiana. No entanto, ndo
esté claro se o efeito desse QTL é direto, atuando como um fator que interage com 0s genes
da y-globina, ou indireto.

Em populacdes caucasoides, essa regido apresenta-se em trés blocos de desequilibrio
de ligacdo, no qual o bloco 2 estd mais fortemente associado com a variacdo de Hb F. A
variabilidade existente no bloco 2 da regido HMIP parece desempenhar um efeito pleiotropico
em alguns parametros hematoldgicos em relacdo a quantidade de células e volume
eritrocitario em individuos europeus saudaveis. Essa caracteristica sugere que a regido
intergénica HBS1L-MYB contém sequéncias reguladoras distais que atuam nas linhagens
eritroides precursoras **. A Figura 2 ilustra os trés blocos de desequilibrio de ligacdo da regido

6023, bem como a relagdo com diferentes populacdes.
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Figura 2: Blocos de desequilibrio de ligacdo na regifo 623 e relacéo existente com diferentes populages *'.

Estudos realizados com familias de origem asiatico-indiana identificaram que o locus
6023 apresentava maior associacdo com 0s niveis elevados de expressdo de Hb F em
individuos beta talassémicos. Estes achados revelaram, ainda, que para individuos saudaveis e
para beta talassémicos heterozigotos, a presenca desse sitio em homozigose estava
relacionada com concentragdes maiores de Hb F, cujos valores variaram de 1,1% a 3% para
0s primeiros e de 10% a 24% nos individuos com talassemia *°.

Em individuos saudaveis da regido norte da Europa, a presenca do locus 6023
contribui com, aproximadamente, 19% da variacdo nos niveis de Hb F ?’. Em outros grupos
populacionais esse locus esta presente em individuos saudaveis de origem afro-americana e
em pacientes com doenca falciforme de origem britanica e brasileira, contribuindo com cerca

de 3% a 7% da variacdo de Hb F nessas populagdes *.

Regido 2p16 (BCL11A) — Cromossomo 2

Outro locus de caracteristica quantitativa associado com elevados niveis de Hb F esta
localizado na regido 2916, no cromossomo 2, e é conhecido como BCL11A. Trabalhos
realizados por Menzel et al. (2007) ** encontraram, além do polimorfismo Xmnl e do locus
HMIP, uma terceira regido, 2916, que apresentava associacdo com os niveis de Hb F e que

contribuia com aproximadamente 15% da variacdo dessa caracteristica. Relatos da literatura
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mostraram que, para determinadas popula¢des, 0 QTL BCL11A € o que apresenta associa¢do
mais forte com a variagdo de Hb F ®%. Avaliando pacientes com beta talassemia maior e
intermediaria, Uda et al. (2008) “° verificaram que o QTL BCL11A era mais frequente nos
altimos, cujos sintomas clinicos sdo mais brandos em relacdo aos primeiros. Lettre et al.
(2008) * encontraram resultados semelhantes para pacientes com anemia falciforme afro-
americanos e brasileiros, cuja variacdo de Hb F estava fortemente associada com a presenca
do QTL BCL11A.

A partir desses achados, alguns pesquisadores sugerem que o produto do gene
BCL11A, um fator de transcricdo zinc-finger, seja o mediador central no processo de
silenciamento dos genes da y-globina e da troca de expressdo desses genes para os genes [3-
globina *®. Estudos utilizando células K562 mostraram que o locus BCL11A se liga a uma
regido central no promotor do gene y-globina para formar um complexo repressor atuando,
dessa forma, como um agente silenciador na expressdo desse gene *’. Estudos realizados por
Xu et al. (2010) *® mostraram que o silenciamento dos genes da y-globina sdo resultado da
ampla interacdo que ocorre entre o fator de transcricdo BCL11A e a familia f-globina, em
interacdo com a cromatina, na formacgdo de um looping cromossémico e em associa¢gdo com
outro fator de transcricdo, o SOX6, nos promotores dos genes da y-globina. Tais achados
evidenciam que o fator de transcricdo BCL11A pode ser considerado um regulador genético
no desenvolvimento e controle do silenciamento dos genes da y-globina em adultos (Figura

3).

Figura 3: Interagdo entre fatores de transcricdo e BCL11A no silenciamento transcricional dos genes da y-
L 48
globina ™.
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Regido Xp22.2 — Cromossomo X

Estudos realizados por Dover et al. (1992) *, avaliando individuos saudéaveis e
pacientes com anemia falciforme de origem africana, de ambos 0s géneros, mostraram que a
porcentagem de células F presentes em mulheres, saudaveis e doentes, foi significativamente
maior em relagdo aos homens. A partir desses achados foi sugerido que regides localizadas no
cromossomo X pudessem ser responsaveis por tal diferenca. Em busca dessas regides, foi
localizado o locus associado a producdo de células F na regido Xp22.2. De maneira geral, 0s
resultados encontrados por Dover et al. (1992) *° sugerem que 70% da variacdo nos niveis de
Hb F em pacientes com anemia falciforme esta associado a variagcdo nas porcentagens de
células F, que s@o controladas parcialmente pelo locus Xp22.2 no cromossomo X.

Consideracoes finais

Muitas evidéncias apontam que a co-heranca de determinantes genéticos relacionados
aos niveis de Hb F podem desempenhar um papel importante na modulacdo do fenotipo de
pacientes com anemia falciforme e beta talassemia “°. Dessa forma, a identificacdo dos genes
e das variantes genéticas que contribuem para a variabilidade da producdo de Hb F, bem
como o0s mecanismos moleculares envolvidos nessa variacdo, pode auxiliar na descoberta de
novas estratégias terapéuticas e desenvolvimento de agentes farmacoldgicos para promover o
aumento dessa hemoglobina #’. Nossos achados revelaram que, para a populacéo avaliada,
proveniente da regido noroeste do estado de Sdo Paulo, as mutagdes de PHHF, 6B-Talassemia
e polimorfismo Xmnl estdo relacionados a presenca de niveis elevados de Hb F em individuos
adultos e saudaveis, refletindo que uma gama de polimorfismos estdo envolvidos na regulacdo
dessa hemoglobina, fato que reforca uma possivel caracteristica multiétnica da populacao

brasileira.
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Abstract

Fetal hemoglobin (Hb F) is characteristic of the fetal development period. However, in some
genetic conditions, as in Hereditary Persistence of Fetal Hemoglobin (HPFH) and Delta-beta
Thalassemia (6p-Thalassemia), Hb F continues to be produced in adulthood. The aim of this
study was to evaluate the frequency of two mutation of HPFH, HPFH-1 and HPFH-2 African,
and two mutations to op-Thalassemia, Sicilian and Spanish, in Brazilian population. We
analyzed 60 samples of peripheral blood of adults from Southeast and Northeast Brazil
hospital and blood centers, of both gender, healthy and without complaints of anemia and
whose Hb F was increased. Samples were submitted to electrophoretic and chromatographic
tests to quantify the Hb F values and, subsequently, to molecular analysis to verify the
mutations. In molecular analysis, 16 samples (26.67%) showed heterozygous profile for
HPFH mutations investigated, two for HPFH-1 and 14 for HPFH-2. For the same sample set
were found three heterozygous (5.0%) for Spanish &p-Thalassemia and the Sicilian op-
Thalassemia were not verified. The values of Hb F in heterozygotes for HPFH-2 evaluated
disagreed with the findings in the literature for this mutation. Our results showed that for the
group assessed the HPFH mutations are more frequent than 6p-Thalassemia mutations. In the
analyzed samples, the mutation HPFH-2 was associated with Hb F levels different from that
preconized in the literature for this mutation. The presence of the mutations evaluated in this

study reflects the mixing process occurred in the formation of the Brazilian population.

Key-words: Hb F, HPFH-1, HPFH-2, Spanish 6p-Talassemia, Sicilian dp-Talassemia.
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Introduction

Fetal Hemoglobin (Hb F) is a globular protein composed by two alpha and two gamma
globin chains (o2 y2). The levels of Hb F usually decline in a few months after the birth, to
less than 1% of total hemoglobin. However, in some genetic conditions, a high level of this
Hb continues in adulthood (Stamatoyannopoulos and Nienhuis, 1994; Weatherall and Clegg,
2001).

Hereditary Persistence of Fetal Hemoglobin (HPFH) is a condition resulting from lack
change from gamma to beta globin synthesis, reflected by a substantial production of gamma
globin, and therefore, of Hb F (Nussbaum et al., 2008). This condition is associated either
with the occurrence of single point mutations in promoter region in two gamma chains, which
lead to an increased rate of genes y© and y* transcription, or B-globin gene cluster deletions,
that remove the 6 and B-globin genes (Hoyer et al., 2002; Gibney et al., 2008; Grosso et al.,
2008).

Deletions in HPFH are associated with removal of silencer elements in the region
between y and &-globin genes or removal of enhancer elements in the proximity of the y-
globin genes (Weatherall, 2001). Heterozygous carries of HPFH present Hb F levels ranging
from 16% to 30.0% and normal red blood cells. The HPFH mutations are related to different
ethnic backgrounds and include seven deletions mutations, among them Black, Ghanaian,
Indian, Vietnamese, Thai, Italian and Sicilian types (Huisman et al., 1996).

Delta-beta Thalassemia (5p-Thalassemia) is characterized by persistent expression of
v-globin genes in adult in association with decreased or absence of & and B-globin genes
expression, leading to increased of Hb F concentrations, and presence of hypochromic and
microcytic erytrocytes (Forget, 1998; Weatherall and Clegg, 2001). The &p-thalassemia is
characterized by occurrence of large deletions involving the 6 and B-globin genes (Hoyer et
al., 2002). Heterozygous carries of &p-thalassemia (5p°) show Hb F levels ranging from 4% to
18.6%. The op-thalassemia mutations also are related to different ethnic groups and include
several deletional mutations as Turkish, German, Japanese, Black, Sicilian and Spanish types,
among others (Huisman et al., 1996).

Elevated Hb F levels are known to improve the clinical manifestations of the two
largest known hemoglobin changes: sickle cell disease and beta thalassemia. In sickle cell
disease, the Hb F concentration and distribution among the red blood cells are the main
genetic modulators of disease, whereas high levels of this hemoglobin dilutes the amount of

Hb S, inhibiting or delaying the polymerization process, which results in reduced disease
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severity (Steinberg, 2009). In homozygous beta thalassemia, increased production of gamma
chains helps in reducing the imbalance of alpha and non-alpha chains and increasing total
hemoglobin levels (Galanello and Cao, 1998; Thein, 2004). In subjects without hemoglobin
alterations, Hb F can be found in high concentrations, which makes the expression pattern of
gamma genes important target a range of studies.

The aim of this study was to determine the frequency of two HPFH mutations, HPFH-
1 (Black) and HPFH-2 (Ghanaian), and two &p-thalassemia mutations, Sicilian and Spanish,
by Gap-PCR and compare respective mutations with the Hb F concentration in adults, which
were previously diagnosed with increased Hb F.

Material and Methods

Study Group

60 peripheral EDTA-blood samples of adults individuals were collected and analyzed
after obtaining informed consent from Southeast and Northeast Brazil hospital and blood
centers, who had no clinical symptoms of anemia and whose Hb F was increased. The study
was approved by the Research Ethics Committee of the Sao Paulo State University, Unesp.
Samples were separated into two groups according to the Hb F concentrations: | group, with
Hb F ranging from 2.0 to 15.0% (34 samples) and 11 group, with Hb F levels above 15.0% (26
samples). The classification of samples into these groups was established according to the
variation of Hb F concentrations described in the literature for mutations of 5p-thalassemia,
4.0 to 18,6%, and HPFH deletions, 16.0 to 30.0% (Huisman et al., 1996).

Hemoglobin Analyses

All samples were submitted to the conventional hemoglobinopathies diagnosis
methods, which included globular osmotic resistance in NaCl 0.36% (Silvestroni and Bianco,
1975), erythrocyte morphology analysis (Bonini-Domingos, 2006) and electrophoresis at
alkaline pH (Marengo-Rowe, 1965). In addition to these analyses, electrophoresis in agar-
phosphate in pH 6.2 (Vella, 1968) and analyses by HPLC (Variant Bio-Rad) to obtain
quantitative Hb values, were carried out. The samples were also subjected to electrophoresis
of polypeptide chains in acidic pH (Alter et al., 1980) and quantification of y© and y* globin

chains by densitometry (Densitometer CELM), in order to evaluate the percentage content.
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Molecular Analyses

The DNA extraction from peripheral whole blood was performed by phenol-
chloroform (Pena et al., 1991) and molecular analysis by Gap-PCR (Craig et al., 1994). The
choice of mutations evaluated in this study is justified by the fact that the technique of Gap-
PCR is functional for the deletions in which breakpoints are already well defined (Old, 2003).
Three  primer used for the analysis of mutations HPFH-1 (Al: 5°-
AGAATGTCACACTTAGAATCTG- 3°; A2: 5>-CACTTTAATTCTGGTCTACCTGAA-3’;
A3: 5’-ACTGTGATGTTGGAAATGGAC-3"), HPFH-2 (BI: 5’-
GACATGGACTATTGTTCAATGA-3’; B2: 5’-TGCTATGCCAACTCACTACC-3’; B3: 5°-
TTTATATATGAAATGCTACTGATT-3’) and Sicilian  dp-thalassemia  (F1: 5’-
TTGGGTTTCTGATAGGCACTG-3’; F2: 5>-GTGTCACCCATTAATGCCTTGTAC-3’; F3:
5’-TAGATCCCTTTGCCATTATG-3’) and analysis protocols were described by Craig et al.
(1994). Three primer used for the analysis of Spanish &p-thalassemia (N1: 5’-
ATGGGTATTTCACTTGTTAT-3"; N2: 5-ACTTTGTCTGTTAATTCAA-3’; N3: 5’-
ACTGTGGAGCCCCTTTCTG-3") mutation were described by Vives-Corrons et al. (1991)
and analysis protocols were described by Craig et al. (1994). The amplicons were
eletrophoresed in 1.2% agarose gel containing ethidium bromide and photographed under UV
light through Image Capture System L-PIX Touch (Loccus Biotechnology). The size of the

fragments obtained after amplification for the mutations analyzed are summarized in Table 1.

Table 1: Sizes of the fragments after reaction amplification for analyzed mutations.

Fragment size Normal homozygous Heterozygote Mutant homozygous
HPFH-1 1616 bp 1616 bp + 1193 bp 1193 bp
HPFH-2 2206 bp 2206 bp + 1950 bp 1950 bp

Sicilian 63-
Thalassemia 1585 bp 1585 bp + 1150 bp 1150 bp
Spanish 63-
Thalassemia 685 bp 685 bp + 299 bp 299 bp

Legend: bp = bases pairs
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Statistical Analyses

We used the Chi-Square (%) and T-test for parametric data and Mann-Withney Test
for nonparametric data. The software used in the analysis was Statistica 8.0 (Statsoft ™). The

p value less than 0.05 was considered to indicate statistical significance.

Results

Among the 60 samples, 51.67% (31 samples) of individuals were female and 48.33%
(29 samples) were male subjects. The average values of Hb F in respect to gender was not
significantly different (p = 0.94), since these values were equal to 16.64% (+11.96%) for
women and 16.98% (+11.45%) for men.

In the groups studied, the average values of Hb F were higher in 11 group (28.88%
+5.84%) than | group (7.56% £3.59%). In relation to the classical tests of hemoglobinopathies
diagnostic, both groups showed samples with positive osmotic resistance and microcytic and

hypochromic red blood cells with mild to moderate alterations.

The results of hemoglobinopathies diagnostic tests were statistically analyzed and the
comparison of the groups showed a significant difference between them in the erythrocyte
morphology (p=0.01, x?=8.94). Groups | and Il differed in relation to the presence of mild
morphological alterations (p=0.003, y?= 8.554). In | group, two samples (5.88%) presented
these alterations, whereas in Il group these changes were found in nine samples (34.61%).
There were no significant differences between groups regarding the presence of moderate
alterations (p=0.14687) and normal erythrocytes (p=0.237).

The results of polypeptide chains electrophoresis acid pH allowed for the
quantification of globin chains y* and v©, in order to evaluate their percentage content. The
most samples had higher percentages of y* chains in relation to y® chains. However, these
differences did not allow to define the genotype of the individual, and thus, highlighted the
need for molecular studies for such evaluation.

Of the 60 samples analyzed, 19 (31.67%) showed the investigated mutations. For the
HPFH mutations, 16 individuals (26.67%) presented heterozygous status, one sample (1.67%)
belonging to the group | and 15 (25.0%) from group Il. Of these 16 samples, two (12.5%)
were heterozygous for HPFH-1, both in the group I, and 14 (87.5%) were heterozygous for

HPFH-2, one in the group I and 13 in the group Il. For dp-thalassemia mutations, we found
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three (5.0%) heterozygotes for Spanish Jp-thalassemia. In contrast, there were no
heterozygous samples for the Sicilian dp-thalassemia.

The two heterozygotes for HPFH-1 showed Hb F levels equivalent to 22.0% and
29.0%, which are close to the Hb F levels found in the literature for this mutation. Among the
14 samples heterozygous for HPFH-2, only one had levels of Hb F (25.9%) consistent with
the literature data for this mutation. Seven samples showed Hb F levels higher than those
found in the literature, ranging from 30.3% to 38.1%, and six samples showed Hb F levels
lower, ranging 10.0% to 21.2%. Hb F levels were compared between the heterozygotes for
evaluated HPFH mutations and those individuals without such mutations. Statistical analyses
showed significant differences (p<0.0001) in the mean values of Hb F in heterozygotes
(26.42%, £7.64%) in relation to normal subjects (13.29%, £9.55%).

The three individuals heterozygous for the Spanish 5p3-Thalassemia mutation showed
Hb F levels equivalent to 9.6%, 9.8% and 10.7%, corroborating data of literature regarding
the concentrations of Hb F for this mutation.

Table 2 shows the minimum and maximum Hb F values found in heterozygous
samples for both HPFH and Spanish 8p-Thalassemia mutations, compared with the values

found in the literature for the same mutations.

Table 2: Comparison between the minimum and maximum Hb F values (%) found for the HPFH-1 and HPFH-2
mutations compared with literature data.

Min-Max values of Hb F

Min-Max values of Hb F

Mutation found in heterozygous found in the literature*
samples (%)
HPFH-1 (Black) 22.0-29.0 21.4-28,2
HPFH-2 (Ghanaian) 10.0-38.1 21.6 -27.2
Spanish &p-Thalassemia 9.6 -10.7 5.0-13.0

Min-Max: minimum and maximum values.
*(Huisman et al., 1996).

Discussion

According to the literature, heterozygotes for HPFH mutations have Hb F levels
between 16.0% and 30.0% and between 4.0% to 18.6% for oB-Thalassemia mutations
(Huisman et al., 1996). The results of this study demonstrated that Brazilian individuals with
increased Hb F may have Hb levels ranging from 22.0% to 29.0% for HPFH-1 mutations and

10.0% and 38.1% for HPFH-2 mutations. These results show a variation in the Hb F levels in
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heterozygotes for HPFH, especially in HPFH-2 mutation, since that one sample was found
with a value of 10.0% for Hb F. This data may reflect a possible intrinsic characteristic of the
analyzed population. In case of the Spanish 6p-Thalassemia mutation, levels of Hb F
corroborate the values found in the literature concerning this mutation.

Besides the differences found in the Hb F concentrations, differences were also
observed in the results of conventional diagnostic tests for study groups. Differences in
erythrocyte morphology showed that individuals with levels of Hb F between 2% and 15%
present greater frequency of moderate alterations, though not statistically significant;
furthermore, the individuals with concentrations of Hb F higher than 15% of total hemoglobin
showed a predominance of mild morphological alterations. This result was not expected for
this group, since samples with values of Hb F suggesting the presence of HPFH mutations
have normal red blood cells (Hoyer et al., 2002). This same group showed the greatest amount
of heterozygotes for the two HPFH investigated mutations, indicating that individuals without
hemoglobin alterations who are carrying mutations, may have alterations in erythrocytes
morphology and globular osmotic resistance, a fact that can also be associated with intrinsic
characteristics of the studied population. Based on the quantification of gamma globin chains,
our findings corroborate the literature regarding the prevalence of y* chains in adult life (Zago
et al., 2004).

The presence of heterozygotes for both HPFH mutations and for Spanish op-
thalassemia in this study confirm data concerning the Brazilian population formation and
reinforce the influence of mixing processes, especially with regard to the African ethnic
groups, whereas mutations of African origin were more frequent in relation to Mediterranean
origin. Among many immigrants who have come to Brazil, there was an excess of black
immigrants who, jointly with Amerindian and European, give rise to tri-hybrid population
(Pena, 2000).

The absence of Sicilian 6p-thalassemia mutation in study groups indicates that this
genetic factor is not associated with increased expression of y genes in the sample population.
This observation suggests that other mutations related to increased levels of HbF in adults
should be assessed. We conclude that the HPFH mutations have a greater influence in the
Brazilian population in relation to the 5p-thalassemia mutations. Hb F levels in heterozygous
carrying HPFH mutations vary from 10.0% to 38.1%. The presence of these findings suggests
the influence of African and European ethnicities and consequent mixing which occurred

during the process of Brazilian population formation.
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9 Anexo

Técnicas Laboratoriais

Preparacao de Hemolisados

Para que as amostras de sangue periférico fossem submetidas a analises
eletroforéticas, foi preciso provocar a lise da membrana dos eritrdcitos, de modo a obter uma
solugéo de hemoglobinas. Foram realizados dois tipos de hemolisados de hemoglobina:

e Hemolisado rapido com Saponina (NAOUM, 1999):

Principio:
E um procedimento realizado quando as amostras sanguineas apresentam suspeitas de

hemoglobinas instaveis e talassemia do tipo alfa.

Reativo hemolisante:
T 110 117 A USRS 1g
= AQUA ESEIATA G.S.D. ..ottt ettt s 100 mL

Procedimento:

Adicionou-se o volume de 50 puL de sangue periférico ao volume de 100 pL de reativo
hemolisante em uma placa de Kline. Logo ap0s realizou-se a homogeneizacdo até obter a
hemolise total da mistura. Este hemolisado foi utilizado depois de 5 minutos de preparo, mas

nunca ultrapassando 24 horas.
e Solucao de Hemoglobina com Cloroférmio (NAOUM, 1999):
Principio:

E um método utilizado para dosagem de Hb F, Hb A, e metahemoglobina. O

hemolisado obtido apresenta de 10 a 15g/dL de hemoglobina.
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Procedimento:

Foi centrifugado 1mL de sangue periférico colhido com anticoagulante EDTA, com
solugéo salina a 0,85%, a 1500 rpm (rotagdes por minuto) por 5 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e os eritrocitos foram lavados, com solucdo salina, por duas a trés vezes. Aos
glébulos vermelhos lavados, adicionou-se 0 mesmo volume de agua destilada. Apos
homogeneizacdo, essa mistura recebeu um volume de cloroférmio igual ao volume da
mistura, sendo centrifugada a 2000 rpm por 15 minutos. O hemolisado foi transferido para um

tubo de ensaio identificado com o codigo dos individuos.

Resisténcia Globular Osmdtica em Cloreto de So6dio a 0,36% (SILVESTRONI;
BIANCO, 1975)

Principio:

Esta técnica avalia a resisténcia dos eritrécitos a hemolise. Resultados positivos para
este teste sdo encontrados em heterozigose para hemoglobina C e, principalmente, em casos
de beta talassemia heterozigota, em que os eritrocitos microciticos presentes sdo mais

resistentes ao processo de hemolise.

Reagentes:

Solucédo Estoque NaCl a 10% pH 7,4:
N 1\ - [ PSSR 9,00¢
= U NBZHPO S o et e 1,36¢
= NAHZPOLH0 oo e 0,28 g
= AQUA ESEIATA GuS.D vvvevee ettt s 100 mL

- Manter refrigerado e aquecer a 37° C para preparacdo da solucéo trabalho.

Solucéo trabalho:
N 1= O 0 ST ROORRUPRPO 36 mL
= AQUA ESEIIATA G.S.D ooveveeieeeeee ettt 1000 mL

- Manter em temperatura ambiente.
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Procedimento:

Colocar 2,0 mL de solugdo de NaCl a 0,36% em um tubo de hemdlise e adicionar 10
uL de sangue total. Agitar suavemente por inversdo e aguardar 10 minutos para a
interpretacéo.

Interpretacéo:

O tubo de hemdlise com a solugdo € colocado a 2,0 cm de uma folha branca com
listras negras, de forma que amostras negativas para o teste permitem uma facil visualizacdo
das listras, enquanto que amostras positivas ndo permitem essa visualizacdo, ja que a

resisténcia aumentada & hemolise torna a amostra opaca.

Analise da Morfologia Eritrocitaria (BONINI-DOMINGOS, 2006)

Consiste na analise do tamanho, da forma e da quantidade de Hb nos eritrécitos em
esfregaco. Em casos de talassemia beta heterozigota, os eritrocitos apresentam microcitose,
hipocromia e moderada anisopoiquilocitose. A interpretacdo dos resultados segue
padronizacdo do Laboratério de Hemoglobinas e Genética das Doencas Hematologicas —
LHGDH/UNESP:

- Alteragdes discretas: (+)
- Alteragdes moderadas: (++)
- Alteracdes acentuadas: (+++)

- Células normais: (N)

Andlises Eletroforéticas

Apos a preparacdo dos hemolisados, foram realizados os seguintes procedimentos

eletroforéticos.

1 - Eletroforese em pH alcalino em acetato de celulose (MARENGO-ROWE, 1965, com

modificacdes):
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Principio:

Utilizada para qualificar as hemoglobinas normais e grande parte das hemoglobinas
anormais. Alteracdes nas cargas elétricas das hemoglobinas anormais, causadas por
substituicdes de aminodcidos diferentes nas cadeias globinicas, promovem mobilidades

eletroforéticas variadas.

Reagentes:

Tampéo TRIS-EDTA-BORATO (TEB) pH 8,6
- Tris hidroximetil amiNOMELANO...........uviiiiiiiie et 10,2 ¢
- Acido etilenodiamMiNOtEITACELICO ....voveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e s e e et et eeee e e e e e e e e e, 0,69
o ACHHOD BOFICO. ... ettt e ettt ettt ettt e e e et et et et et et ettt et et e e e e ee e eeeens 329
= AQUA AESEIATA 0.S.P wovvovervceieceece ettt 1000 mL

- Conservar em geladeira.

Corante:

Ponceau:
= PONCRAU S ...t 0,59
= ACIAO trCIOTOACETICO ....v.veveee ettt sttt en s es s 500
- AQUA ESEIATA G.S.D cvvvevee ettt 100 mL

Solucéo descorante:

- ACIAO CELICO GIACIAL .........veivereeeeeceee ettt 100 mL

S L1 7: 01 TSP 50 mL

= AQUA ESEIATA G.S.D. .ottt ettt sttt 1000 mL
Procedimento:

Apos estarem submersas em tampdo TEB, por 15 minutos, as fitas de acetato de
celulose foram secas, com auxilio de papel absorvente. Depois de secas, as fitas foram
colocadas na cuba de eletroforese e os compartimentos eletroliticos conectados com auxilio
de papel filtro. O hemolisado de hemoglobinas foi aplicado nas fitas com distancia de 1,0 cm
da extremidade que estava em contato com o pélo negativo, recebendo 300 volts por 30
minutos. As fracbes globinicas foram, primeiramente, observadas sem qualquer coloracéo e,
depois, coradas com Ponceau. Para a coloracdo, as fitas foram submersas no corante por 5

minutos e, posteriormente, embebidas em solucdo descorante por 30 minutos.
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Interpretacéo:
Consultar o mapa de diferenciacéo das disposi¢des de hemoglobinas em eletroforese
em pH alcalino (Figura 9).

2 - Eletroforese de diferenciacdo em agar-fosfato, pH 6,2 (VELLA, 1968):

Principio:
Técnica especifica para detectar hemoglobinas anormais que, em eletroforese em pH
alcalino, migram na mesma posicéo da Hb A, dificultando a identificagéo correta das mesmas.

Além disso, este método propicia a caracterizacdo semiquantitativa da Hb F.

Reagentes:
Tampéo Fosfato pH 6,2 - Para uso nos compartimentos eletroliticos e confeccéo do gel.

© UNAZHPOU: oooeeeeeee oo et 2,02
= NAH2POLH20 e 7,669
= AQUA ESEIATA G.S.D vvvvveer ettt 1000 mL

- Conservar em geladeira.

Gel de Agar:
Yo - SO 500 mg
- Tampao fosfato PH 6,2 .......ocuveiieeie e 25 mL
Procedimento:

Misturou-se 0 agar e o tampao fosfato em um erlenmeyer de 250 mL até a completa
dissolucdo do primeiro. A mistura foi levada ao microondas para que o gel pudesse ser
formado. Pipetou-se 5,0 mL do gel em uma lamina de microscépio, deixando-as gelificar a
temperatura ambiente. Apés a gelificacdo, as amostras foram aplicadas na por¢cdo média da
lamina com muita cautela, de modo a ndo danificar o gel. Utilizou-se papel filtro para
promover a conexao entre o gel e os compartimentos eletroliticos, passando 100 volts durante
30 minutos. As laminas foram coradas, com o corante Ponceau, a fim de permitir uma melhor

observacao e interpretacdo das fracdes de hemoglobina obtidas.
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Interpretacao:
Consultar o mapa de diferenciacéo das disposi¢des de hemoglobinas em eletroforese
em pH &cido (Figura 9).

3 - Eletroforese de Cadeias Polipeptidicas:

Principio:

E uma técnica utilizada para detectar hemoglobinas anormais que ndo foram identificadas
pelos métodos usuais de quantificacdo e qualificacdo das mesmas. A eletroforese de cadeias
polipeptidicas promove a separacdo das cadeias globinicas, constituindo uma anéalise pré-
molecular que se mostra, muitas vezes, conclusiva para o diagnostico de hemoglobinas
anormais. A eletroforese de cadeias polipeptidicas em pH acido permite uma boa visualizacéo

das globinas gama glicina (y®) e gama alanina (y*).

e Eletroforese de Cadeias Polipeptidicas em pH Acido (ALTER et al., 1980, com

modificacgdes):

Técnica que permite a separacdo das fracdes de globinas por suas afinidades
diferenciadas em pH &cido. Possibilita boa visualizacido das globinas gama. E uma
metodologia bastante precisa para a separacao de globinas, podendo também ser utilizada para
quantificacdo das fracGes.

Reagentes:

Solucéo estoque gel poliacrilamida 60:0,4

Y AV ] = ] o - WSSO 1509

= BiS- ACTIAMIA ... e 0,19

= AQUA ESEIIATA G.S.D. weeveeeeeeceee ettt ettt 25 mL
Uréia 8M

S U 1 - - OSSPSR 129

= AQUA ESEIIATA G-S.D. .ottt e 25 mL
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2 — Mercaptoetanol 1M
= 2 - MErcaptoBtaN0l ..........coiiiiiie e 35 uL
= AQUA AESEIATA 0.S.P.vvevececeieceece ettt s 500 pL

Tamp?&o para Corrida — Acido acético 5%
- ACido aCtICO GIACIAL .......ce.vecveceeeceeceectec et 50 mL

= AQUA AESEIATA (.S.P. . eveeereeeees et 1000 mL

Gel de poliacrilamida 12%

= SOIUGAD BSTOQUE ....ovvieeeieeeieetie sttt ettt et et e e e eneesneese e s e enneenaenneeneens 2,5 mL
Yol 1o Lo I o] 1ot USSR U OO 625 uL
S U =Y 7= T ] 9,375 mL
= THIEON X-L00 i bbbt 250 uL
- Persulfato de amOnio @ 25%0 .......ocveieriiieiiie e 30 mg
= U TEMED o e 100 pL

Tampéo de amostra

= UFBIABM e 1,25 mL
= ACIO ACELICO GIACIAN ... ettt 125 uL
= 2-MerCapPtOBtANO] .......ocv e 125 uL
S 110 011 U 2SS 1mg

Corante Comassie Blue

= ComMaSSIE G OU R 250.......ccuiiiiiecie ittt ettt st nae e 0,1g
o o o313 £t JOO U U TR 3,5 mL
= ELNOL . e nrea 25mL
= AQUA AESTIATA .S vttt 50 mL

Preparacdo do gel de poliacrilamida:

Foram misturadas a solucdo estoque de acrilamida-bisacrilamida (60: 0,4%), a uréia
8M, o &cido acetico glacial, o persulfato de amoénio e o TEMED. A solucdo do gel foi
colocada nas placas, onde recebeu o molde para a formacdo das canaletas. O gel foi

polimerizado apds 30 minutos, em temperatura aproximada de 30°C. Depois de polimerizado,
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foi realizado um procedimento de homogeneizacdo do pH entre o gel e o tampdo, que
consistiu na submissdo do gel a 200 volts por 1 hora, com tampdo &cido acético 5% nos
compartimentos eletroliticos, e o po6lo positivo no topo. O tampdo de corrida nos
compartimentos eletroliticos foi trocado. Retirou-se 0 excesso de tampdo das canaletas e, em
seguida, 10 uL de 2 — mercaptoetanol 1M foram aplicados em cada canaleta. O gel foi
submetido a 150 volts por 1 hora.

Preparacao da amostra:

Um volume de 100 uL. de sangue com solucdo salina a 0,85% foi centrifugado a 1500
rpm, durante 5 minutos, de modo que o sobrenadante foi desprezado. Esse processo foi
repetido por quatro vezes. Ao volume de eritrocitos lavados, foi adicionado 10 vezes o
volume de agua destilada, para romper os mesmos e liberar, dessa forma, a hemoglobina. A
preparagdo das amostras para aplicacao consistiu na mistura de 1,5 pL do hemolisado obtido,

com 10 pL do tampao de amostra.

Procedimento:
As amostras foram aplicadas e submetidas a corrente constante de 50mA (200 V) por
3 horas. Posteriormente foram coradas com Comassie Blue para a visualizacdo das cadeias

polipeptidicas.

Analise Cromatografica (INSTRUCTION MANUAL OF BIO-RAD, 2006)

Principio:

A andlise de Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) foi realizada no
equipamento automatizado VARIANT (BIO-RAD) com o Kit de analise para Beta
Talassemia Heterozigota. O Kit € utilizado para quantificacio de Hb F e Hb A, e
caracterizacdo de Hb S, Hb C, Hb D Los Angeles e outras hemoglobinas variantes por meio
de janelas especificas, com tempo de retencdo, padrdo cromatografico e porcentagem dos
diferentes picos. Consiste da cromatografia de troca idbnica em sistema fechado, no qual duas
bombas de émbolo duplo e uma mistura de tampGes de diluicdo, com controles de gradientes
pré-programados, passa pela coluna eluindo as amostras que sdo detectadas em absorbancia
de 415 nm. Um filtro secundario de 690 nm corrige a linha de base para os efeitos provocados
pela mistura de tampBes com forcas idnicas diferentes. As mudangas na absorbancia séo

monitoradas e exibidas em cromatograma da absorbancia versus tempo. Os dados de analise
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provenientes do detector sdo processados e impressos no relatério da amostra de acordo com

o tempo de retencdo de cada fragéo de Hb.

Procedimento:

Foram misturados 5 pL de sangue total com 1,0 mL de solugdo hemolisante, fornecida
no kit de analise, em um tubo. Apds hemdlise total dos eritrocitos, as amostras foram
acondicionadas nos recipientes adequados e alojadas no equipamento. Os procedimentos

foram realizados conforme a pré-programacéo de leitura das amostras.

Interpretacéo:

A quantificagdo das diferentes fragdes de hemoglobina em uma amostra foi realizada a
partir dos valores de porcentagem e tempo de retencdo, comparados com os valores de
calibragéo especificos, fornecidos pelo fabricante, e emitidos em modelo préprio que incluiu
valores numéricos e perfil cromatografico. Os valores de Hb A, considerados normais foram

de 2,5a3,5% e os de Hb F até 1,0%, previamente estabelecidos pelo fabricante.
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Figura 9: Tracado eletroforético em pH alcalino e &cido das principais hemoglobinopatias (BONINI-DOMINGOS,
2006).
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