Tiago Gomes de Andrade

ANALISE MOLECULAR DE DEFICIENCIAS GENICAS
ASSOCIADAS A PERSISTENCIA HEREDITARIA DE
HEMOGLOBINA FETAL E DELTA BETA
TALASSEMIAS

Campinas, 2002

i UNICAMP
85%&:@?5@& CENTRAL
; SECAD CIRCULANTE




Tiago Gomes de Andrade

ANALISE MOLECULAR DE DEFICIENCIAS GENICAS
ASSOCIADAS A PERSISTENCIA HEREDITARIA DE
HEMOGLOBINA FETAL E DELTA BETA TALASSEMIAS

Dissertacio de Mestrado apresentada ao Curso de Pés-
Graduagdo em Clinica Médica, da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Unicamp, para obtencdo do titulo de Mestre
em Clinica Médica, area de concentragde Ciéncias

Basicas.

Orientador: Prof. Dr. Fernando Ferreira Costa.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS - UNICAMP

Campinas, 2002

Apoio: FAPESP ¢ Hemocentro-Unicamp

i



2 CHAMADA | Vit 7

oMBG B/

£
roc. j6- 122

WEA

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

UNICAMP

AnZ4a

Andrade, Tiago Gomes de

Analise molecular de deficiéncias génicas associadas 2 persisténeia
hereditria de hemoglobina fetal e delta beta talassemias. / Tiago
Gomes de Andrade. Campinas, SP : [s.n], 2002.

Orientador : Fernando Ferreira Costa

Dissertaglio ( Mestrado ) Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Talassemia. 2. Anemia faiciforme. 3. Hemoglobina fetal. 4.
Genética molecular. 1. Fernando Ferreira Costa. II. Universidade
Estadual de Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas. II. Titulo.

iii




Banca Examinadora da Dissertacio de Mestrado

- -

QOrientador(a): Prof.Dr. Fernando Ferreira Costa R I S

Membros:

Profa.Dra. Sandra de Fatima Menossi Gualandro i

Profa Dra. Carmen Silvia Bertuzzo (e ,zg*@zz,\'ﬁk Yo
N, / r

Curso de Pés-Graduacio em Clinica Médica, drea de concentracio Clinica Médica, da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

Data: 21.02.2002

v



AGRADECIMENTOS

e Ao Prof. Dr. Fernando Ferreira Costa, pela receptividade, orientac8o, confianca e estimulo
nas atividades desenvolvidas neste periodo de Mestrado;

s Aos colegas do Laboratério de Terapia Génica, Biologia Molecular e Genoma, do
Hemocentro- Unicamp, pelo companheirismo e colaboragio;

e A Dr. Maria de Fatima Sonati, Sirlev ¢ Laudicéia, do Departamento de Patologia Clinica
{(Unicamp), gue contribufram com fornecimento de material para nossa pesquisa (sangue
de alguns individuos detectados com Hb F elevada, no rastreamento para alteragbes das
hemoglobinas, do Hospital das Clinicas — Unicamp);

e A Dr. Cristine Haeckel, Clarisa Fernandes Ramos e também & Juliana Martins, pela
receptividade e sugestdes;

s Aocs portadores dos distirbios Talassémicos e Falcémicos, que sfo “objeto e objetivo”
desta linha de pesquisa, e aqueles que doaram sangue;

e Aos amigos Daniel, Beto ¢ Alexandre;

¢ A Luciana, pelo amor, carinho e “paciéncia” , que tornaram estes dois anos mais faceis;

e A minha familia, pelo apoio, €, sem a qual, nada disto seria possivel;

e A Vida, que me deu oportunidade de experimentar mais um periodo de amadurecimento.



A todos aqueles que possam, de alguma forma,
beneficiar-se dos resultados deste trabalho e desta
linha de pesquisa.



RESUMO . . ...ooooeceeerceercesreesermcsme s e sassmesaesasasa sossssasesesens sassonssos e tos ons sasosssosusossessns xii
1= INTROBUTGAO ... s iesssessesssonsssssnes s eesesssssss e sisas s maensessssscnnsns 15
1.1 - Expressio génica no cluster da beta-globina...... ... i6
1.2~ Alteractes das hemoglobinas...............cccoooviiereerirrr et csacescensees 17
1.2.1 - Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal........ccccovniinmiiinveniriinnns 17
1.2 .2 - Delta-beta Talassemias. ... vracinsniorenieresirersssscssssssossesesssssssssssssrasssssssssans 19
1.2.3 - Origem das defici€ncias GENICAS.....ucererrrercececeecere e rsanvonsssessissrassassossssssonse 20
1.2. 4 - Efeito das defici€ncias ENICAS. .....cccerrerterreeeieccrer e ercrmsecaerrenesssmsese s onesanssssssses 20
2= OBIETIVOS et st s s sn s et et s sa e mesa s e secmnsrnemas e bas 22
3 - CASUISTICA E METODOS. .......cooomeermerceriesonsesierassssssssesssmsssssosssesssesssssssessossass 24
3.1 —CaSUISHICA. ot ers s s s s e b s s bbb e s san e 25
B2 MEBEOTAOS ...t r et e st er e e e s e e b b e b 27
3.2.1-Dados hematolOZICOS ..uviirmicreiinicoeein e ctereeres s crse s s ses s et s se s as s e e smnes 27
3.2.2-Extracdo do DINA. ...t st vene e e cenres e ssao o sssasssastsransssasssns e sens nreans 28
3.2, 2.1 w FoNOL ettt e e e s s s ar s 28
3.2.2.2-Kit Amershan- Pharmacia para extracio de DNA gendmico......cccocvievvannne 28
3.2 .3 —Deteccio de delectes conhecidas por PCR .o 28
3 .2. 4 -Identificac@o das delecOes em gel de agarose.......cceemvrermmsccrnoninneononin. 31
3.2.5 - Detecclo de novas delegies. ... eccereccr e e eesssaseserns e seessr s s saaaenss 31
3.2.5.1 - Determinacfio da fase exponencial da reago......cocecuerverivnnrersessceneessnesnnas 32
3.2.5 . 2 PCR MUKIDIEX. ..o siectrramceresnresis s seesssss s sasssessossaossassanssasesssnsassassssnsss 33



.......................................................................................................... 35
3.2.5.4 - Amplificacio do ponto de qUebTa. ... 36
3.2 .6 - Sequenciamento ¢ anélise do ponto de quebra das delegdes ..onvvvnrnenennenes 36
3.2 . 6.1 PRt s mte s s o rs et s s rar e s aer s s e st s e e e ne s eb s 36
3.2.6 .2 — TTALAIMEIIC. ..vereeeerareerereene e cnecssesarssentassasaebsresssass s snsssasosssmonsasase s ssananasanasassaes 36
3.2.6.3 — SCQUENCIAMETILO. ..c.cereriereerrsisiasisonaasisisnrass s ssnnensesestessntasntsatrsatsssanensansnsass 37
3.2.6.4 —PurfICACHO. ..o oot et e s e s 37
3.2, 6.5 —LEIULA e cercnecnan e ee st e st s e s sr e e sa e b s s e e s sn e e e s b s R s 37
3.2.6 .6 — ANALISE....ccoeceeeeeerceerne e e e teresssns e s e e ar e e s et ne s ekt s an e s e s 37
4 - RESULTADOS. ... oieecrierarccnesneinssrsssssasensassnesssmsasannssasssstassssssnnsssss st o snassnssn 38
4 .1 - Deteccio de delegdes conhecidas. ... 39
4.2 —Detecciio de novas deleges.............oooiciieiiini s 44
5 DISCUSSAD......ooooecieeeciereres s ssssesstss s essreses s st bn s ssss s srss 51
6 — CONCLUSOES _.....oourirrimmmieececescmmassesssssnssssssss st ssss s smss s smssssassssssssssssssasessass 58
T e SUMMARY ...t ates e ssea e e se e nsss st arsa b sa s e ra s nssresa s srsnns e s s et snmsasas 60
8 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........oc.cveereereeressacessssssssmessssessssessssssssssssssasess 63

viii



SUMARIO DE TABELAS E FIGURAS

Tabela 1: Dados hematoldgicos dos individuos estudados

Tabela 2: Dados hematologicos das familias dos pacientes 1 € 2. 26

Tabela 3: Relagio de iniciadores utilizados para amplificar as delegSes de PHHF e (5P)°- Talassemia

Siciliana € ESPanOla. ...t st et sa e et e s 29

Tabela 4; Pardmetros utilizados nas reacSes de PCR para detecgio de deficiéncias génicas

COTIBECIAS. caereremroeoree e reataorassmencrsssasesaenecannssesssasesarna s canabe s as Aae s TR AT A PR mm et i b be bk et ba SR A SRR R R e e 31
Tabela $: Primers marcados com 6-FAM para rastreamento de delecdes no cluster da B-

GIOBEIA. 1 eeree et es st s8R AR RS 33
Tabela 6: Iniciadores que formam Multiplex L......c.oooooromirmi et 34
Tabela 7: Iniciadores que formam MultipleX IL........ccoomoriinicn et 34
Tabela 8: Iniciadores que formam Multiplex HI.......cov v 34
Tabela 9: Iniciadores utilizados nas reagdes com ElONGASE.....cocociinivniissisnss s seasinnins 36

Figura 1: Esquema da disposigiio dos genes ¢ alguns elementos regulatorios no cluster da p-globina.

.................................................................................................................................................... 17
Figara 2: Disposicio de delecdes que originam Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal e (8p)°

T ASERIIIIAS < e rmneeereesmreseeeemmim e beesss s ssvssssbesssnsnsensanessse anms smesensranessresins ha ot b sasatsssn basas ansnessnsanssens 19

Figura 3: Heredograma da familia do paciente ... 27
Figura 4: Representacio da localizacdo aproximada das delegOes estudadas e da distribuicio dos
primers, flanqueando 0S PONOS de QUEDTA........ovvu it 30
Figura 5: Determinacfio da fase exponencial da reagéo de PCR para o gene beta................. 33
Figura 6: Posi¢io aproximada dos pares de primer utilizados no rastreamento de delecSes novas, por

dosagem génica baseada em Multiplex flUOTeSCente. ...ccvioiimicric 35



Figura 7: Analise da delegio responsével pela (33)*-talassemia Siciliana.......ovvereeeeennne. 40

Figura 8: Gel de agarose 1,2 %, corado com brometo de etidio para Persisténcia hereditaria de

hemoglobina fetal do HHPO Tt e b 41

Figura 9: Gel de agarose 1,2 %, corado com brometo de etidio para Persisténcia hereditéria de

hemoglobing fetal do PO 2. s 41

Figura 10: Gel de agarose 1,2 %, corado com brometo de etidio para Persisténcia hereditaria de

hemoglobina fetal do tPO 3.t 42

Figura 11: Imagem invertida do gel de agarose 1,2 %, corado com brometo de etidio para Persisténcia

hereditaria de hemogiobina fetal do tipo 4

............................................................................... 42
Figura 12: Gel de agarose 1,2 %, corado com brometo de etidio para Persisténcia hereditaria de
hemoglobina fetal Ao tiPO 5.....virmririie s s 43

Figura 13: Imagem invertida do gel de agarose 1,2 %, corado com brometo de etidio para Persisténcia

hereditaria de hemoglobina fetal do tIPO 6...cviei it aennnaens 43

Figura 14: Imagem invertida do gel de agarose 1,2 %, corado com brometo de etidio para (58)
Thalassemia ESPANBOIa.......cccccce e eianeseernenmecsecicstsccsisasesssas s b s s sasssssssansssassars st soanssiassnens 44

Figura 15: Eletroesferogramas do MUltiplex L. 47

Figuara 16: Gréfico comparando os dados do Coeficiente de Dosagem Génica de uma amostra controle,

de uma delecdo Siciliana e de um individuo estudado.... .o 48

Figura 17: . Imagem invertida do gel de agarose 0,9 %, corado com brometo de etidio, com fragmento

contendo ponto de QUEDTA. ...ttt s s 49

Figura 18: Representacio da seqiiéncia correspondente a0 ponto de quebra da PHHF-2, em

comparagiio com a regido montante normal € jusante NOFMAl......c.ccueveviciimniiisnsnnnmneasenaees 50
Figura 19: Modelo para o efeito de diferentes deleges no cluster da [ globina.........convveeece 57



LISTA DE ABREVIATURAS

CDG: Coeficiente de Dosagem Génica
DNA: Deoxyribonucleic acid
dNTP: deoxinucleotideo trifosfato
Hb F: Hemoglobina Fetal
Hb S: Hemoglobina falcémica
HS: Hypersensitivity sites
Kb: Kilobase
LCR: Locus Control Region
L: Litros
plk: Microlitros
min: Minutos
ml: Mililitros
mmol: Milimol
ng: Napnogramas
pb: Pares de base
PCR: Polymerase Chain reaction
PHHEF: Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal
pmol: Picomol
r.p.m: Rotagdes por minuto
Seg.: Segundos

U: Unidades



RESUMO

xii



RESUMO

Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal (PHHF) consiste num grupo
heterogénec de desordens hereditirias, clinicamente benignas, onde ocorrem falhas na
mudanca perinatal normal de hemoglobina fetal para hemoglobina adulta, resultando em aitos
niveis de Hb F durante a vida adulta. Suas alieracdes moleculares correspondem a desordens
no grupo de genes P, sendo divididas em duas categorias: as formas delecionais e as
substituicdes de um nucleotideo. Um total de seis delecdes relacionadas a PHHF ja foram
descritas na literatura, sendo associadas a aumentos de ambos os tipos de cadeias y (y* ey 9.
(SB)° - Talassemias também se originam a partir de deficiéncias génicas, em muitos casos
bastante similares &s que originam as formas delecionais de PHHF, entretanto com menor
incremento de Hb F e concomitincia de hipocromia e microcitose nas hemdcias. Trés
hipdteses principais foram propostas para explicar a relagfo destas delegbes com a ndo
supressdo normal dos genes v na fase adulta: a remog&o de regides competidoras pelo LCR, a
justaposi¢io de elementos acentuadores e a remogdo de silenciadores do cluster. Neste
trabatho, investigamos a presenga de delecbes, associadas a PHHF e (6B)° - talassemias, no
cluster da beta-globina em doadores de sangue do Hemocentro ¢ pacientes do Hospital das
Clinicas, Unicamp. Para isto, desenvolvemos uma modificagio de uma técnica descrita
previamente para Distrofia Muscular Duchenne/ Becker, baseada na possibilidade de se
identificar diferencas quantitativas na amplificagio de amostras por PCR, em presenca de
delegdes ou duplicagbes, onde o produto final de amplificagdo é diretamente proporcional a
quantidade inicial de copias da seqiiéncia alvo. O método, que quantifica por intensidade de
fluorescéncia, identificou em cinco individuos, a dele¢@io responsavel por PHHF-2, de origem
africana. Identificamos também, com primers especificos que flanqueiam os pontos de quebra
de delegBes, a presenga da (8f)° - talassemias do tipo Siciliana em dois individuos estudados,
que sdo heterozigotos compostos, tendo associagio desta alteragio com f - talassemia e Hb S.
Este trabatho contribuiu para o desenvolvimento e aplicagio de um método, particularmente
mais rapido e de facil execugdio, na investigaciio de deficiéncias génicas (ou aumento do

nimero de copias), € que pode vir a ser utilizado no estudo de alteragdes, ndo so no cluster da

xiii



B-globina, mas também em outros genes de interesse. Além disto, os dados apresentados neste
trabalho sobre a interacio entre (5P)°-talassemia Siciliana com P - Talassemia ¢ Hb S
representam os primeiros casos descritos no Brasil, com caracterizagio clinica ¢ molecular.
Também destaca-se a presenga marcante de uma alteracfio benigna (PHHF-2) que sabidamente
pode influenciar a evolugio clinica de determinadas condigBes, tais como B-talassemia e

anemia faiciforme.
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1 - INTRODUCAO

Durante o desenvoivimento ontogenético normal ocorrem mudancas ("switching™) na
expressdo dos genes responsaveis pelos diferentes tipos de hemoglobinas humanas. Assim,
durante o periodo embriondric, sfo encontradas as hemoglobinas Gower I ($62), Gower II
(cix62) € Portland (Soy2), no periodo fetal a Hb F (apy2) € durante a vida adulta as Hb Al (02B2)
e Hb A2 (0262) (Stamatoyannopoulos & Nienhuis, 1994). Estas mudangas estdo relacionadas
com a organizacio dos genes , que constifuem uma familia multigénica separada em dois
grupos (clusters), no cromossomo 16, para os genes ¢, € cromossomo 11, para os genes . O
primeiro grupo incluem os genes para as cadeias zeta ({), alfa (@) e teta {0), enquanto o
segundo é constituido dos genes para as cadeias épsilon (&), gama (y * e y ©), delta (8) ¢ beta
(B). Estes genes sdo ativados durante o desenvolvimento na mesma ordem linear em que estdo
distribuidos no cromossomo, o que fornece a base para o desenvolvimento de modelos de

regulacio e expressdo destes genes (Bunn & Forget, 1986).

1.1 —Expressio génica no cluster da beta-globina

A expressdo normal dos genes dispostos no cluster da f globina depende da presenca
de um importante elemento regulador, denominado LCR (Locus Control Region), que €
caracterizado por sua habilidade em dirigir uma alta expressfio de genes ligados, de maneira
tecido especifica, em todos os sitio de integragio examinados em experimentos com
transgénicos (Bulger & Groudine, 1999). O LCR consiste de cinco sftios hipersensiveis a
DNase I (HSs) dispostos ao longo de 20-30 Kb, na regifio montante (5°) do cluster. O modelo
corrente para explicar o funcionamento do LCR propde um mecanismo de abertura de
cromatina, tornando-a ativa para transcri¢io, e interacio do LCR com as regides promotoras
de cada gene, ao longo do desenvolvimento, através de formacgio de algas (looping) (Wijgerde
et al, 1995). Uma proposta mais recente propde a ligagfic em série de complexos protéicos
(linking) (Bulger & Groudine, 1999). De qualquer forma, LCR, fatores de transcrigdo,

acentuadores, silenciadores ¢ promotores de cada gene, devem participar na regulagdo da



expressio dos genes que codificam as cadeias de globina do tipo P (Jane, 1998; Blau &

Stamatovannopoulos, 19%4) (Figura 1},

LR g v yA wph 3 B Ll L 10K |

Figora . Esquema da disposi¢io dos genes e alguns elementos regulatérios no cluster da B-globina.
Algumas destas regifes serfo discutidas mais adiante no texto. As setas indicam a posigdo de

repetigles Alu.

1.2 - Alteracdes das hemoglobinas:

As alteragBes das hemoglobinas podem ser classificadas em quatro grandes grupos:
as variantes estruturais, sendo a Hb 8, responsdvel pela anemia falciforme, a mais importante ¢
freqiiente, as sindromes talassémicas, as anomalias do padrio de desenvolvimento
ontogenético normal ¢ algumas alteracdes adquiridas de sua produglio (Weatheral & Clegg,

2001; Bradley & Ranney, 1973; Bunn & Forget, 1986; Serjeant & Serjeant, 2001).

1.2.1- Persisténeia Hereditaria de Hemoglobina Fetal:

Persisténcia Hereditdria de Hemoglobina Fetal (PHHF) consiste num  grupo

heterogéneo de alteragBes hereditdrias, sem manifestagbes clinicas significativas, onde
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ocorrem falhas na mudanca perinatal normal de hemoglobina fetal para hemoglobina adulta,
resultando em altos niveis de Hb F durante a vida adulia (Forget, 1998; Jane, 1998; Bollekens
& Forget, 1991). As alteracBes moleculares ocorrem no grupo de genes 8, sendo divididas em
duas categorias: as formas delecionais e ndo delecionais de PHHF.

Os tipos nfo delecionais caracterizam-se, de forma geral, por aumentos significativos
de um dos tipos especificos de cadeias v, seja y * ou y , associados a mutages de ponto nos
promotores dos genes responséveis pela sintese destas cadeias. PropBe-se que estas alteracdes
interfiram na ligacio especifica de elementos em trans com as seqiiéncias promotoras, seja
prevenindo a ligacdo de elementos supressores ou facilitando a ligag8o de fatores de regulagio
positiva (Forget, 1990).

Nos tipos delecionais ocorre normalmente aumento de ambas as cadeias, v * e v ©, até
30%, estando associadas a delegOes de seqiiéncias de DNA dentro do grupo de genes B. Um
total de seis delecOes relacionadas a PHHF ja foram descritas na literatura (Forget, 1998).
PHHF-1 (Collins et al, 1987; Feingold & Forget, 1989) e PHHF-2 (Collins er al, 1987;
Henthorn ef al, 1990), caracterizam-se por grandes delecSes de aproximadamente 105 Kb
(Kilobases) com pontos de quebra deslocados apenas 5-6 Kb. PHHF-3 (Kutlar et al, 1984;
Henthorn et al., 1986) e PHHF-4 (Ottolenghi er al, 1982; Saglio et al, 1986) sfo menos
extensas, envolvendo aproximadamente S0Kb e 40Kb respectivamente. PHHF-5 (Camaschella
ef al, 1990) é relativamente pequena e extende-se do ponto aproximadamente 3Kb a montante
(5" do gene S até 0,7 Kb a jusante (3") do gene 8. PHHF-6 (Winichagoon e al., 1990; Kosteas
ef al, 1997) tem tamanho similar a PHHF dos tipos 1 ¢ 2 (aproximadamente 101 Kb), mas
desloca-se na direcdo 5' e envolve a delecfio do gene v °.

PHHF — 1 ¢ PHHF - 2 ja foram descritas na populagdo brasileira (Gongalves, 1993;
Gongalves ef al, 1995), e, segundo os estudos realizados pelos programas de triagem do
Hemocentro € do Hospital das clinicas da Unicamp para alteragdes das hemoglobinas, a
frequéncia de Persisténcia Hereditdria de Hemoglobina Fetal, ou seja, individuos com Hb F
elevada, nesta populacéio, ¢ de aproximadamente 0.1%. Além disto, a analise regular das
hemoglobinas em doadores de sangue e pacientes do Hemocentro da Unicamp possibilitam a

identificaco de numerosos casos, com alteragdes moleculares ainda ndo definidas.



19

1.2.2- Delia-beta Talassemiasg:

As (8B)° - talassemias também se originam a partir de delegdes, em muitos casos
bastante similares as gque originam as formas delecionais de PHITF, entretanto com niveis de
HE F aumentados em menor proporgdo (5-20%), sendo acompanhadas nos heterozigotos por
hipocromia & microcitose nas hemdcias (Weatheral ef g/, 2001). A forma mais comum ocorre
na regiio do Mediterrineo (Henthorn ef al, 1990), mas outras formas foram descritas em
familias do sudeste asidtico (Zhang ef ¢/, 1988; Trent ef ¢, 1988), leste europeu (Palena e/
al., 1992), Afro-Americanas {Anagnou ef al., 1985; Waye ef al., 1994), Turcas (Craig ef al.,
1595; Oner ef al., 1996}, indiana {Gilman ef al., 1992), espanholas (Feingold & Forget, 1985)
e do Japfio (Shickawa ef ¢, 1988). A Figura 2 mostra a disposigdo de delegBes, ao longo do
cluster da beta globina, que originam Persisténcia Hereditéria de Hemoglobina Fetal e (88)°

Taiassemias,

cr e Yo yAa yl & B

PHHF.

PHHFE.?

PHHE.S

PHHF.L

DLILIE. S SRR

PHHEA

£30Y SICILIANA
{8R)° SUDESTE ASIATICO e
{(8A¥ LESTE EUROPEU —

(35 NEGRA Se——

(38 TURCA e —
(3B)° INDIANA

(3B)° ESPANHOLA

(3B JAPONESA

Figura 2. PosicBo de delegBes que originam Persisténeia Hereditdria de Hemoglobina Fetal ¢ (8B

Talassemias.
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1.2 .3~ Origem das deficiéncias génicas:

Um dos mecanismos bem caracterizados, que podem originar deficiéncias génicas, €
o crossing over desigual, onde ocorre um pareamento irregular durante a meiose, com permuta
entre as cromatides. Este processo € facilitado no complexo da P globina, por que este
conjunto de genes € constituido de uma familia génica, com varias regiGes de homologia. A
hemoglobina Lepore, por exemplo, ¢ originada por este mecanismo e se apresenta hibrida,
com partes dos genes & e B (Weatheral et o/, 2001 ).

Um segundo mecanismo proposto surgiu da observacio de que algumas delegGes
possuem extensdo similares. E o caso dos tipos de PHHF-1 e PHHF-2, além de outras
delegdes gue englobam todo o conjunto, como as (ey“v*88)° talassemias. Neste caso, uma
possivel explicaco seria a perda de algas inteiras de cromatina durante a replicagdo do DNA
(Collins et al, 1987). Os pontos de quebra seriam deslocados, de uma delec8o para ouira, a
depender de onde o DNA se encontra ancorado & matriz nuclear (MAR- Regides de
Ancoramento & Matriz), ¢ de onde ocorrem as quebras nestes pontos de ancoramento.

Apesar de se identificar ao longo do cluster regiGes potenciais para recombinacfio nfio
homoéloga, como repeticdes Alu e L1, ao se observar os pontos de quebra das delegdes, estas
regides ndo sdo encontradas de forma significativa. Parece, assim, que elas nfio desempenham
um papel marcante na origem de deficiéncias génicas. Este fato também foi observado na

analise de varias delegBes no gene da distrofina humana (MacNaughton et af, 1998).

1.2. 4 - Efeito das deficiéncias génicas:

Trés hipbteses principais foram propostas para explicar a relag@io destas dele¢bes com
a auséncia de supressdo normal dos genes v na fase adulta. A primeira sugere a competigdo
entre promotores pelo LCR . Em condigdes normais, esta competi¢io favoreceria os genes S e
B na fase adulta, como resultado da conformagfio da cromatina e atuacfio de fatores de
transcri¢fio. Com a remogdo destes genes ou de seus promotores, 0 gene y estaria livre para
interagir com o LCR, elevando, desta forma, os niveis de Hb F (Weatheral et af, 2001). Como

as formas de B-talassemia, onde ha remoc#io apenas do gene B, s3o mais graves, postula-se que
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deve haver a remogéo tanto de 8 quanto de B, para que haja um aumento expressivo de Hb F,
como ocorre com PHHF ¢ (3B)° talassemias.

Qutra hipdtese considera que & expressdco aumentada dos gemes vy reflete a
justaposi¢gio de elementos acentuadores (enhancers), normalmente encontrados a 3' do cluster,
nas proximidades dos genes y (Tuan er al., 1983; Anagnou et al., 1995). Diversos estudos,
inclusive em camundongos transgénicos, mostram que as seqliéncias a jusante destas delegbes
possuem atividade acentuadora, aumentando a expressdo génica (Feingold & Forget, 1989;
Anagnou ef al., 1995; Arcasoy et al., 1997; Calzolari et al., 1999). Na PHHF do tipo 1, por
exemplo, a seqiiéncia 2 3' do ponto de quebra possui atividade acentuadora em ensajos de
laboratdrio (Feingold & Forget, 1989), € especificamente hipometilada (Feingold & Forget,
1989) e contem sftic hipersensivel 4 DNase [ nos eritrécitos (Elder et al., 1990), além de
codificar uma proteina da familia de receptores olfativos {Feingold ef al, 1999).

Uma terceira hipotese sugere que elementos silenciadores, localizados entre y Aed
sdo removidos pelas delecdes (Huisman er al., 1974; Vitale ef al, 1994). Neste caso, a regido
seria removida nas formas delecionais de PHHF, mas mantida na maior parte dos tipos de
(8B)° talassemias, onde os niveis de Hb F sio mais baixos. Entretanto, estudos recentes
demonstram que uma regifio potencialmente silenciadora, que distingue a (8p)° talassemia de
origem Africana da PHHF-5 na porgdo 5°, e localizada aproximadamente 3Kb a montante de
3, nfio afeta a expressdo do gene y , mas estimula a expresséo de p (Calzolari ef al, 1999). Este
estimulo pode se dar através da ligacfio na regifio de um complexo PYR, responsavel pelo
rompimento de estruturas repressivas de cromatina (O’Neill e al, 1999).

O estudo estrutural e funcional dessas delegdes fornece importantes informagdes a
respeito dos mecanismos que originam a delegdes (Henthorn ef al., 1990; Roth ef al., 1985;
Roth & Wilson, 1986}, além do mecanismo molecular envolvido na expressdo diferencial dos
genes da globina durante o desenvolvimento (Bunn & Forget, 1986; Stamatoyannopoulos &
Nienhuis, 1994). Também, pelo fato do nivel aumentado de Hb F concomitante a certas
hemoglobinopatias, como B-talassemias e anemia da célula falciforme, amenizar estas
condigdes, é de fundamental importincia a compreensdio dos mecanismos envolvidos na
regulaciio e expressdo dos genes da globina y, para que possam ser desenvolvidos métodos de

terapia génica eficazes para estas desordens (Bunn, 1993; Bunn, 1997; Jane, 1998).
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2 -OBJETIVOS

2 . 1 - Identificar, através da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), o tipo de
delegdo responsavel pelos niveis aumentados de Hb F em pacientes com PHHF ¢ (88)°

talassemias detectados no Hemocentro da Unicamp, utilizando iniciadores especificos para as

delegdes ja conhecidas;

2 .2 - Nos casos ndo identificados pelo método anterior, estabelecer e padronizar uma

técnica quantitativa baseada em PCR multiplex, com primers marcados com fluorescéncia

para o grupo de genes B, para detecgio aproximada do ponto de quebra da delegio;

2 . 3 - Sequenciar o ponto de quebra das delecBes e as possiveis seqiiéncias

envolvidas na expressdo continuada dos genes da globina vy.
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3 - CASUISTICA E METODOS

3.1~ Casuistiea:

Foram selecionados sete individuos, dentre pacientes do Hospital das Clinicas e

doadores de sangue do Hemocentro- Unicamp, que possuiam niveis de hemoglobina fetal

acima do normal (Tabela 1).

Tabela 1. Dados hematoldgicos dos individuos estudados. GV-globulos vermelhos; VCM- valor
corpuscular médio; HCM- hemoglobina corpuscuiar média; Hb- hemoglobina; Pac.- paciente; yA=yG
- mesma propor¢io entre os dois tipos de cadeia.

“Pac/doador GV(I0mm’ Hbd) VCM () HCM(pg) HBF(%) HbA(%)  Suspeits Clinics

1 336 103 T4 256 7y 33 RV ——

2 47 10 68.0 230 12,1 11 HbS/5B-talassemia

3 485 153 570 316 28,34 16 PHHF(cadeias YA=YG)
4 4,77 138 89,0 28,9 18,84 22 PHHF(cadeias YA=YG)
5 501 14,6 88,0 292 175 226  PHHF(cadeiss YA=YG)
6 5,03 138 80,9 274 20,1 1,7 PHEF(cadeias YA=YG)
7 5,17 138 81,0 26,7 18,0 184 PHHF(cadeias yYA=YG)

O paciente 1, do sexo masculino e descendéncia Italiana, apresentou um quadro tipico
de Talassemia Intermedia, com hipocromia e microcitose moderadas. Este paciente faleceu aos
42 anos, provavelmente como conseqiiéncia de um choque anafilatico. Ele possui uma irm#
com quadros clinicos e laboratoriais similares (Tabela 2). A eletroforese de hemoglobina
demonstrou Hb A, e Hb F.

O paciente 2, 40 anos de idade, do sexo masculino e descendéncia Italiana e Africana,

apresentou um quadro leve de anemia falciforme, com hipocromia e microcitose moderadas.
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Ele sofreu esplenectomia aos 28 anos, e possui uma histéria de crises vaso-oclusivas
frequentes, requerendo hospitalizagdo. Duas irmis apresentaram guadros clinicos e }
laboratoriais similares (Table 2). Eletroforese de hemoglobina demonstrou presenca de Hb A,,
Hb F e Hb 5. A Figura 3 mostra o heredograma da familia 2.

Tabela 2. Dados hematolégicos das familias dos pacientes 1 e 2. GV-glébulos vermelhos; VCM- valor

corpuscular médio; HCM- hemoglobina corpuscular média; Hb- hemoglobina

'€xi'06‘%§islﬂi) _. (g’d‘-‘) (ﬂ'} (pg) (%}{%} (%3
Famﬂml L L L T e T :
Paciente 1 4.3 10.6 73 23 2.2 66.4 -
rmi 3.8 8.7 72 22 1.6 98.4 -
Familia 2
Paciente 2 4.3 10.5 72 24 1.1 i2.1 86.9
Irmé 1 4.3 10.5 71 24 1.3 20.7 78.0
Irmi 2 3.8 10.8 80 27 1.5 174 81.1
Filho 5.5 11.1 61 20 L.5 230 -
Filha 5.4 12.2 72 22 1.4 21.0 -

Os demais individuos estudados eram doadores de sangue sem alteragdes clinicas.
Eles foram selecionados por possuirem niveis de Hb F elevado, além de terem quantidade de

cadeias YA e YG aproximadas, o que indica presenga de PHHF por deficiéncia génica.
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Figura 3. Heredograma da familia do paciente 2.

3.2 -Meétodos:

3.2.1 - Dados hematologicos: Os dados hematolégicos foram determinados
eletronicamente. A eletroforese de hemoglobina foi realizada em acetato de celulose com
tampdo Ins-EDTA-acido boérico em pH 89. Hb A, foi quantificada
espectrofometricamente (Dacie & Lewis, 1984). Os niveis de Hb F foram determinados
por desnaturacio alcalina e a anilise realizada em gel de urea-triton-acrilamida (Betke ¢
cols., 1959). A proporciio Gy/Ay foi estimada por analise densitométrica (Alter e cols.,
1980).
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3.2.2-Extraciio do DNA:

3.2.2.1- Fenol: Aproximadamente Iml de sangue foi centrifugado em tubo
eppendorf (1.5mi) a 13.000 r.p.m por 7min., para precipitagio dos leucOcitos. Apds
retidada do plasma, foi adicionado 1ml de solucfo de lise de hemacias [NHA4CI- 0.144 M;
NH4HCO3- 0.01M ], com posterior centrifugacfo a 13.000 r.p.m por 7Tmin. Ao precipitado
foi adicionada soluglio de lise de leucdcitos [4 ml de tampo de lise de leucdcitos (NaCl
0.3 M, EDTA 0.01 M, Tris-HC1 pH 7.5 0.01M); 1.68 g de Uréia; 400 pul de SDS -20%].
Ao sobrenadante foi adicionada uma mistura de fenol:cloroformio, para extragdo (2X) do

DNA. O DNA foi precipitado em etanol absoluto e ressuspendido em Agua deionizada
estéril.

3.2.2.2-Kit Amershan- Pharmacia para extracio de DNA gendmico
{GFX Genomic Blood DNA Purification Kit): Os procedimentos para extragio sio os
mesmos descritos pelo fabricante, e consiste na extrac8o e purificagdo de DNA através de

colunas de silica. O DNA foi ressuspendido em 400 ul de dgua estéril.
3.2.3~ Detecgiio de delecdes conhecidas por PCR:

Com o intuito de identificarmos delecdes conhecidas, relacionadas com
Persisténcia Hereditdria de Hemoglobina Fetal, selecionamos uma série de iniciadores
("primers”) para PHHF-1, PHHF-2, PHHF-3 (Craig e cols., 1994), PHHF-4 (Saglio ¢ cols.,
1986), PHHF-5 (Camaschella e cols., 1990) e PHHF-6 (Kosteas ¢ cols., 1997), além de
duas delegdes responsaveis pelas (8p)°- Talassemias Siciliana e Espanhola (Craig e cols.,
1994).
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Tabela 3. Relag8o de iniciadores utilizados para amplificar as delegdes de PHHF e (38)°- Talassemia
Siciliana ¢ Espanhola. (Craig ¢t al., 1994)

Delegao - - Iniciadores - " Sequéncia (3' >3
=17 75— y R AGAATGTCACACTIAGAATCTG
A2 CACTTTAATTCTGGTCTACCTGAA

A3 ACTGTGATGTTGGAAATGGAC

PHAF- 2 Bl GACATGGACTATIGTTCAATGA
B2 TGCTATGCCAACTCACTACC

B3 TTTATATATGAAATGCTACTGATT

PEEF- 3 Bl GACATGGACTATTGTTCAATGA
c CTTTGCTGTTCAGGCTTAATTT

c2 GACACAGAGCAGTGATTGGTGCA

PHIFA PAFS-E ACAGTGTGCAGIGATTATT
A2 CACTTTAATTCTGGICTACCTGAA

2 GACACAGAGCAGTGATTGGTGCA

PEFF-3 PHFSE ACAGTGTGCAGTGATTATT
PHFSD CTGAGGAAGAATGGGACTTCCATT

A2 CACTTTAATTCTGGTCTACCTGAA

PHIFS PHF6E CTCTATAGGACAGGACTCCTCAGA
PHF6D CTGCAGTAGAGCCTTAGGTATTAACG

(®Py-Siciliana Fi TTGGGTTTCIGATAGGCACIG
F2 GTGTCACCCATTAATGCCTTGTAC

F3 TAGATCCCTTTGCCAT TATG

(3BY-Espanhola Al AGAATGTCACACTTAGAATCTG
A2 CACTTTAATTCTGGTCTACCTGAA

DI AGCCCGCCACTGCACTGTG




e o2 v ovA w8 B WKE

[

PHHT-} A% ; % e »

- Bi & =
PLLIFD 3  —— i}
PHHR.G 2 !W—— par . ‘Q“-
PHYF -4 PHHFSE — " g0 o
PrHEA PHHFSE —P " L €&~ PHEFSD
PHET.S PHHFSE PR
(BEY SICILIANA FL B T N
(BEF ESPANHOLA 1 g, =g - !

Figura. 4. Representacfo da localizacio aproximada das delegSes estudadas e da distribuigo dos

primers, flanqueando os pontos de quebra (modificado de Craig et al., 1994,

Para cada reacfio sdo utilizados trés oligonucleotideos iniciadores, desenhados
para amplificar um produto especifico na presenga da delegfo ¢ um outro, de diferente
tamanho, representando o alelo normal, cu controle. Cada delego possui uma combinagio
especifica de iniciadores (Craig e cols., 1994). Os primers estfio listados na Tabela 3. A
Figura 4 mostra um esquema da disposigfio dos primers em relacfio as delegdes estudadas.
Utilizamos também para as delegBes do tipo PHHF-4 ¢ PHHF-5, o primer A2 (Craig e
cols., 1994), para amplificacdio do alelo normal. Assim, para estas delegfes, temos um
alelo normal de aproximadamente 1.7 Kb ¢ um mutante esperado de 2Zkb e 930pb,
respectivamente. Os primers para o tipo PHHF-6 amplificam um fragmento de 1.5kb, em
presenca da delecfio. Uma reagdo padrio consiste num volume final de 25ul, com 100ng
de DNA molde; 0.2 mmol/L de cada dNTP; 0.5 U de Tag DNA polimerase ¢ 10 pmoles de
cada oligonucleotidio, diluidos em tampfc de PCR. As condi¢Bes das reaces, realizadas

no termociclador Perkin Elmer Cetus estfio Hstadas na Tabela 4.
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Tabela 4. Pardmetros utilizados nas reagdes de PCR para detecgiio de deficiéncias génicas conhecidas

" Deleglio  Desnaturaciic - Desnaturacio  Hibridizacio = Extensiic Extensio final
T el T T e TR e
1 ciclo 30 ciclos 1 ciclo
PHHF — 1 94°C—5min. 94°C—1min. 54°C-1.0min. 72°C-15min. 72°C~ 7 min.
PHHF ~2 94°C—5min. 94°C~1min. 55°C~-1.0min. 72°C—15min. 72°C -7 min.
PHHF -3 94°C-5min. 94°C-1min. 58°C-15min. 72°C~2.0min. 72°C -7 min.
PHHF — 4 94°C—5min. 94°C—-1min. 54°C-1.0min. 72°C-15min. 72°C -7 min.
PHHF - 5 94°C-5min. 94°C—1min. 54°C-10min 72°C-15min. 72°C~-7 min.
PHHF -6 94°C—5min. 94°C—1min. 55°C-10min. 72°C-15min. 72°C -7 min.
SB- Siciliana 94°C—5min. 94°C~1min 60°C~1.0min. 72°C-2.0min 72°C—7 min.
3B - Espanhola 94°C-5min. 94°C—1min. 58°C—10min. 72°C-2.0min. 72°C -7 min.

3.2.4 - ldentificacio das delectes em gel de agarose:

Apbs a amplificacdo, aliquotas de 5Sul foram submetidas a eletroforese em gel de

agarose 1.2%, corado com brometo de etidio (Sug/ul) e visualizado sob luz ultravioleta,
para detecgdo dos fragmentos de amplificacfo.

3.2.5 - Detecciio de novas delecdes:

Para identificarmos novas delegtes, desenvolvemos uma modificacéio da técnica

descrita previamente para Distrofia Muscular Duchenne/ Becker (Yau ef al, 1996), baseda

na possibilidade de se identificar diferencas quantitativas na amplificacfio de amostras por

PCR fluorescente, em presenca de delecSes ou duplicagGes, onde o produto final de

amplificagfo ¢ diretamente proporcional & quantidade inicial de copias da seqiiéncia alvo.

Na Tabela 5 estéio listados os primers desenhados para o mapeamento de delegdes.



Tabela 5. Primers marcados com 6-FAM (*) para rastreamento de delegGes no cluster da B-globina.
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Primes . Regido  Seqiéacia (5 > 3)
BACTE® FoActina ~ACT CTT CCA GCC TIC CITC
BACTD B-Actina CAG GTC TTT GCG GAT GTC
EPSE * Gene e AGA CAG AGA GGC AGC AGC AC
EPSD Genee CITCCACATTCATCT TGCTCC
BETAE* Gene B GTG GAT GAA GTT GGT GGT GAG
BETAD Gene GCC CAGTTT CTATIG GTC TCC
3’GAMAE * 3’ Gene vA GCCTGTTIGTIGT TIGTGG TG
3’ GAMAD 3 Gene YA TACTCC CACTTG CAG AACTCC
PSEUE* wh ACA AGA AGGCTGCYIGCCAC
PSEUD wB CTG CCT TTC TGC ACC TTG TC
5'DELE * 5" Gene 8 CCCTCTTCCTICCTTCCTTTC
5’DELD 5" Gene & AAT GGC AGA CAAATACACACCC
3’ BETAE* 3Kb 3" BETA TAACGC AGCTCCTCACCAG
3* BETAD 3Kb 3" BETA AGCCTT CCT CTC TCA ACT CG
5* EPSE * 16kb3’ Gene e TCC TGC TGG AAT CTC CTC AC
5 EPSD 16kb5 Gene g AGG CCA CTA ACG AAG AAG ATG
HPF6E* 3 PHHF-6 TCT TICTCC TGA GGC GTC TG
HPF6D 3" PHHF-6 GGC TGA TCA TGG GCA CAT AG
HPF1E®* 3* PHHF-1 AGA CTG AAA GGA AGA GAGGTG G
HPFID 3’ PHHF-1 CTTGGC TACTCATCC ATCATTC

3.2.5.1 - Determinacio da fase exponencial da reacfio: Foi realizada uma

escala de ciclos (15-30 ciclos) de amplifica¢8o, para determinagfo da fase exponencial da
reaciio de PCR (Figura 5), que foi obtida pelos valores das areas dos picos fluorescentes em

cada ciclo. Desta forma, podemos determinar a quantidade de ciclos (23 ciclos) gue sfo

necessarias para identificarmos diferengas quantitativas nas amostras estudadas.
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Figura 5. Determinagfo da fase exponencial da reagio de PCR para o gene beta,

3.2.%.2 - PCR maultiplex: Para a primeira série de iniciadores {multiplex I),
foram utilizados BACTE ¢ BACTD (como controle interno da f-Actina), BETAE e BETAD
{para o gene ), EPSE e EPSD (para o gene &), 5" DELE ¢ 5° DELD (para regiic 3° do gene
3), PSEUE e PSEUD (para ypB), 3' GAMAE ¢ 3° GAMAD (regifio 3’ do gene vA). Uma
segunda série de primers (multiplex II) possui BACTE e BACTD , 5° EPSE e 5° EPSD (para
uma regido 16 Kb 3” do gene £), HPF6E ¢ HPF6D (para a regido 3° do ponto de quebra da
PHHF-6) ¢ HPF1E e HPF1D (para a regido 3’ do ponto de quebra da PHHF-1). A terceira
série de iniciadores (multiplex 1IT) contern 3° BETAE e 3° BETAD (para uma regifio 3 KB 3’
do gene B), e BACTE ¢ BACTD (como controle interno da B-Actina). Os parfmetros para as
reagdes foram: Desnaturacfo inicial a 94° C Smin. , seguidos de 23 ciclos de desnaturago a
94°  1min; anelamento a 60° C por 30 segundos e extensfio a 72° € por 15 segundos; com
extensdo final a 72° C por 30 min. Cada reacfio teve um volume final de 25ul, com 100ng de
DNA molde; 0.2 mmol/L de cada dNTP; 0.5 U de Tag DNA polimerase ¢ 5 pmoles de cada
oligonucleotidio, dilufdos em tamp&o de PCR, realizadas no termociclador Perkin Elmer
Cetus. As Tabelas 6,7 ¢ 8 mostram o arranjo dos multiplex, e a Figura 6, a posigio aproximada

das regides estudadas.



Tabela 6 — Iniciadores que formam Multiplex I.

R | aners (Mu]tlplex 1} I - Tamanho de Fragmento R
BETAE ¢ BETAD ' — % Pb |
5’ DELE ¢ ¥ DELD 93 pb
BACTE e BACTD 100 pb
PSEUE e PSEUD 110 pb
3’ GAMAE e 3° GAMAD 120pb
EPSE ¢ EPSD 140 pb

Tabela 7 — Iniciadores que formam Multiplex I1.

Pmners (Multlplex ]I) . SR Tamanho do Fragmentn
BACTE cBACTD — '100 o | |
HPF1E ¢ HPFID 199 pb
5" EPSE e 5° EPSD 273 pb
HPF6E e HPF6D 140 pb

Tabela 8 — Iniciadores que formam Multiplex 1L

aners (Mnltxpiexm) T Tamanho do Fragmento o

S BETAE <3 BETAD A b

BACTE ¢ BACTD 109 pb
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Figura 6. Posigfo aproximada dos pares de primer utilizados no rastreamento de delegdes novas, por

dosagem génica baseada em Maltiplex fluorescente.

3.2.5.3 - Analise: Os dados foram analisados em sequenciador automatico de
capilaridade (310 Genetic Analyser- ABI Prism- Applied Biosystems), com 2ul ¢ de cada
reagio ¢ 1ul de marcador GS Rox 500, diluidos em 20ul de formamida, e em software
apropriado (GeneScan-Applied Biosysterns). Os dados da drea de cada pico foram transferidos
para uma planitha de Exel, onde foi calculado o Coeficiente de Dosagem Génica [CDG = (drea
do pico x da amostra / rea do pico y da amostra} / {drea do pico x do controle/ 4area do pico ¥y
do controle)], tendo valores tedricos de 1 para regifio dipldide normal, 0,5 ou 2 para delegles e
1,5 ou 0,75 (a depender da posicio dos valores na fraciio) para duplicacdes. Para o célculo, fo1

utilizada a média de 3 amostras controles. Além disto, cada reagio foi realizada em triplicata.
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3.2.5.4- Amplificacio do ponto de quebra:

Para amplificarmos o ponto de quebra das delegdes, realizamos uma reaco contendo
enzima para fragmentos longos (ELONGASE —~ Life Technologies), ¢ primers que pudessem
flanquear a delegfio em estudo (Tabela 9). Os pardmetros para a reacdo foram: Desnaturagiio
inicial 2 94° C 1min. , seguidos de 30 ciclos de desnaturagio a 94° C 30 segundos; anelamento
a 60° C por 1 minuto e extensfo a 68° C por 15 minutos. Cada reacdio teve um volume final de
25ul, com 200ng de DNA molde; 0.2 mmol/L. de cada ANTP; 1 ul de ELONGASE (Life
Technologies) e 5 pmoles de cada oligonucleotidio, diluidos em tampdes A ¢ B (1:1 ~ 1.5 mM
de MgCly), realizadas no termociclador Perkin Elmer Cetus.

Tabela 9 — Iniciadores utilizados nas reagdes com Elongase.

Bl 5 Enrewped CCGGGACAAGGTGCAGAAAG
HPFID 3 - PHHF-1 CTTGGCTACTCATCCATCATTC

3.2.6-Sequenciamento e andlise do ponto de quebra das dele¢des:

3.2.6.1 - PCR: Foi realizada uma reaciio de PCR, para obtengio apenas do

fragmento mutante, que contém o ponto de quebra da delecéo.

3.2.6.2 - Tratamento: 5 pl do fragmento foram tratados com 1l de fosfatase
alcalina e 1l de exonuclease durante 15 mm. a 37° C mais 15 min. a 80° C. Também foi

utilizado o kit “Concert Rapid PCR Purification”, da Life Technologies, segundo
recomendacgdes do fabricante.
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3.2.6.3 - Sequenciamento: Para sequenciamento automatico, a 1ul (50-100
ng) do DNA tratado foi adicionado 1ul do primer (1.6 pmol), 1l de Tampio Big-dye e

7ul de agua estéril, e submetido a reagfio de sequenciamento: 25 ciclos de 94° C 10 seg,
50-54° C 5 seg. , 60° C 4 min.

3.2.6.4 — Purificagiio: A reaclio de sequenciamento foi purificada com

isopropanol 75% e etanol 70%.

3.2.6.35 ~ Leitura: As amostras foram sequenciadas em equipamento
automético 377 (Perkin Elmer-ABI Prism).

3.2.6.6 — Andlise: Para confirmacfio do ponto de quebra, foi realizado
alinhamento da seqiiéneia do fragmento com a seqiiéncia do cluster da B-globina (GI-
455025/ GENEBANK), e de outras seqiiéncias de pontos de quebra j& caracterizados,
utilizando os programas “BLAST 2 sequence” ¢ “Blastn”, disponiveis em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80, do “Nacional Center for Biothechnology Information™ .
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4 - RESULTADOS

4.1 - Detecciio de delegbes conhecidas:

O rastreamento inicial com os primers descritos apresentou, em dois individuos
(pacientes 1 e 2) um alelo mutante para (§3)°-Talassemia Siciliana, identificado em gel de
agarose 1.2% (Figura 7b). Para os outros tipos nfio foi identificado alelos mutantes no gel
(Figuras 8-14). Para confirmaco do ponto de quebra da delegfio encontrada, foi realizado
sequenciamento direto do fragmento mutante em sequenciador automatico 377 (Perkin
Eimer- ABI Prism). As seqliéncias obtidas foram comparadas com as do cluster da beta
globina (GI 455025/ GENEBANK) e da regifio 3° do ponto de quebra da delegio Siciliana
(GI-183837/ GENEBANK). A anédlise revelou as mesmas caracteristicas descritas por
Henthorn ¢ cols, 1990, ¢ Esposito € cols, 1994. Como mostrado na Figura 7c, estas
caracteristicas sfo: 1- a presenca de dois nucleotidios “Orfaos” (AC) no sitio especifico de
quebra e 2- a presenca de duas substituicdes, G—A e T— G, 15 e 35 nucleotideos a
jusante (3°) do ponto de quebra, respectivamente. A delegfio comeca no segundo intron do
gene & (posi¢io 55942-GENEBANK) ¢ se estende por 13 379 pb, até a regidio 3° do gene
B (posicdo 69321-GENEBANK), dentro de uma repeti¢éo L1 (Figura 7a).
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Figura 7. Analise da delecio responsavel pela (8B talassemia Siciliana .(A) Repregentacdo

do cluster da B-globina humana e disposigio da delegiio de 13.379 pb . Também ¢ mostrada a
disposicio dos trés oligonucleotidios usados. (B} Gel de agarose corado com brometo de etidio, com os
produtos de amplificagio para a delecdo. Banda superior (1,585 pb) - alelo normal ; banda inferior
{1,150pb} -alelelo mutante. Linha - marcador de peso molecular §x174; Linha 2- controle; Linha 3-
paciente 1, Linha 4- paciente 2; Linha 5- marcador de peso molecular ¢x174. (C) Segiiéncia do
fragmento mutante comparado as segiiéncias montante (37) ¢ jusante (37) normais. Tragos verticals
conectam bases idénticas. As sefas indicam os pontos de qusbra e as substitnigbes. Os dois

nucleotideos “orfios” s30 representados.



Figura 8. Gel de agarose 1,2 %, corado com brometo de etidio para
Persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal do tipe 1. Todos os
pacientes mostraram apenas o alelo normal, amplificado com os primers
Al e A2 Linha 1- Marcador 100pb; Linha 2- controle; Linhas 3-5-

pacientes.

Figura 9. Gel de agarose 1,2 %, corado com brometo de etidio para
Persisténcia hereditiria de hemoglobina fetal do tipo 2. Todos os
pacientes mostraram apenas o alelo normal, ampiificado com os
primers Bl e B2. Linha 1- Controle; Linha 4- Marcador 100pb;

Linhas 2,3 5-8 — pacientes.
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Figura 10. Gel de agarose 1,2 %, corado com brometo de etidio pam
Persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal do tipo 3. Todos os
pacientes mostraram apenas o alelo normal, amplificado com os
primers Bl & C1. Linha 1- Controle; Linha 4~ Marcador 100pb:

Linhas 2.3 5-8 - pacientes.

Figura 11, Imagem Invertida do ge! de agarose 1,2 %, corado com

brometo de etidio para Persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal do

tipo 4. Todos os pacientes mostraram apenas o alelo normal,

amplificado com os primers PHFSE ¢ A2 Linha 1- controle; Linha 3
Marcador 100pb; Linhas 7 4 e-3- pacientes



Figura 12 . (el de agarose 1,2 %, corado com brometo de etidio para
Persisténcia hereditéria de hemoglobina fetal do tipo 5. Todos os
pacientes mostraram apenas o alelo normal, amplificado com os primers
phfSe ¢ A2 Linha 1- controle; Linha 3; Marcador 100pb; Linhas 2,4 e-5-

pacisntes

Figura 13. Imagem invertida do gel de agarose 1,2 %, corado com brometo
de etidic pam Persistincia hereditéria de hemoglobina fetal do tipo 6.
Menhum dos pacientes spresentou amplificacgdo do fragmento mutante.

Linha 1~ Marcador ¢x 174; Linha 2 - Controle; Linhas 3-6 — pacientes.



Figura 14. Imagem mvertida do gel de agarose 1,2 %, corado com brometo de
etidio para {8B) Thalassemia Espanhola. Nenhum dos pacientes apresentou
amplificacio do fragmento mutante. No gel, apenas o fragmento normal,
amplificado com os primers Al e A2. Linha 1- Marcador ¢x 174; Lmhba 2 -

Controle; Linhas 3-6 — pacientes.

4.2 — Deteccdo de novas delecdes:

O rastreamento do cluster da B-globina com os primers fluorescentes identificou, nos
individuos 3, 4, 5, 6 e 7, valores de coeficiente de dosagem génica (CDG) proximos aos
valores para delegBes (0,3). Os valores para uma das amostras sic mostrados nos quadros
abaixo listados, além de uma amostra com a delecdio Siciliana, j4 caracterizada, e utilizada
como controle neste rastreamento. Exemplos de eletroesferogramas produzidos no GeneScan

sio mosirados na Figura 15,
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Quadros de valores de Coeficiente de Dosagem Génica - As dreas em negrifo
representam as regides detectadas com valores de delegdes (0,5 ou 2 — a depender da posigdo
no fragdio), segundo o cdlculo exemplo para delegdo Siciliana: CDG = (drea do pico beta da
amostra/ drea do pico actina da amostra)/ (drea do pico beta do conirole/ drea do pico actina

do controle) = (9247/6867) / (25228,3/ 7774,3) = 0,41

Paciente 2 (Delegdo Siciliana):

Multiplex I

ﬁrea dopico = ol Regifio A
tr j_ : Amostra EPSLON GAMA~A PSEUDO 5" DEL*;‘A BETA. /ACTINA
1,08 | '089- 87 2,13 0,89

P

C o102 - 246
042 04t
1,000 098 .2

ACTNA 77783 6867
Multiplex IT

X j.rga"ab"giiéﬁ"-f. R R aegm R
---i_-Reg_iéo controle Amestra UBEPSS 3 PHHF-G 3 PHHF-

3’PHHF-6 173185 3834 08 . - 0,99 S e
3PHHF-1 47764, 36697 0 087 ¢ 101 e 405
'ﬁCTI'_NAﬁ 13592 ?Gs 083 086085 e

Muitiplex 11T

C . Areadopico - oo ' Regido PR
Regiao Centraie Amostra LU AUBETA 0 0 CACTINA L
3BETA 53141 B 4715 L ase

ACT!NA 64(}?5 ..__10227. 4T : s R
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Amostra:
Multiplex I

e keadeplco R L Reglie L S
Regigo Conmie ~Amostra’ EPSL.ON GAMA-A PSEUDG 5 DELTA. - ‘BETA ACT!NA
EPSLON 13550 4862 - 076 088 U437 48E . 0Te
GAMAA 46442 21163 . 432 - U118 481 248 “1000

PSEUDO 28966 11331 - 1M4 . 086 - 155 210 086

5'DELTA 42953 '-1_081_8_ g 0?3-.: 0,85 0,54 _ 1!35 9,55
BETA © 24517 4560 - 0,54 041 048 074 - 041

Multiplex [I

Reg;ao Controie Amostra UBEPS; . 3'PHHF-6. 0 3'PHHF-1.C  ACTINA
SFEPS. 3449 1.:?343'.;_--; S e v e Rk

3 F’HHF-S 17318 5 2487 10,3
3 PHHF-1 17764 ':-_:
ACTINA . 3562

Multiplex I

G Areadepico oo CRegiion .0
Regifio: Canirole Amostra " S ®BETAL o CACTINAL

S‘i:'B'E?A_. EBA1E 42381 s a7
ACTINA 64075 19710 432 e

Os valores de delegbes situaram-se nas regibes 5° delta, beta, 3’ betae 3’ PHHF-6
(Figura 16). As regides de pseudo-beta e 3’ PHHF-1 apresentaram valores normais, indicando
auséneia de delecfo. Assim, com estes valores, os pontos de quebra estdo localizados na
regidio entre pseudo beta e 5° delta (montante) ¢ 3° PHHE-6 e 3° PHHF-1 (jusante).
Realizamos reacdes contendo enzima para fragmentos longos (ELONGASE- Life
technologies), com o objetivo de amplificar um fragmento contendo o ponto de quebra. A

Figura 17 mostra os fragmentos amplificados (aproximadamente 10 Kb), que foram
submetidos a sequenciamento direto.



47

A)

o

i

B) aoc

2
&
St

]
:
:

R aw . mdwas o BEIEE 4RI ATect S

G

[——

Figura 13. Eletroesferogramas do Multiplex 1. Os picos vermelhos representam o marcador de peso
molecular GS Rox 500. Os picos de cor azul representam os fragmentos amplificados da reaco de
multiplex 1, que estdo na ordem, da esquerda para a direita: beta; 57 delta; beta-actina; pseudo-beta; 37
sama a e epsion. A- Deleco Siciliana; B — Controle; C — Amostra 3. E possivel identificar de forma
visivel a diferenga na amplitude dagquesles picos de apenas uma cfpia {delegdo), em comparagio com o

controle,
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Figura 16. Grafico comparando os dados do Coeficiente de Dosagem Génica {referéncia — beta actina}
de uma amostra controle, de uma delecio Siciliana e de um individuo estudado. Como esperado para 2
delecio Siciliana, as regides beta ¢ 37 beta apresentam valores baixos. A amostra analisada apresentou
valores de delecdo para 5 delts, beta, 3° beta e 37 PHHF-6. Também € mostrado, para efeito de
tlustracio, um esguema do tamanho e posicio aproximada das delecdes Siciliana (13 379 pbj e da

amostra, de sproximadaments 105 Kb
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Figura 17. Imagem mvertida do gel de agarose 0,9 %, corado com
brometo de etidio, com fragmento contendo ponto de quebra. Us
fragmentos, de aproximadamente 10Kb, foram amphficados com
os primers E1 ¢ HPF-1D e com enzima ELONGASE. Linha 1-

marcador A hind ; Linha 6 - controle; Linhas 2-3 e 7- pacientes.

a o sequenciamento do ponto de quebra, aplicamos, além dos primers utilizados para
amplificar o fragmento de 10 Kb, outros primers com potenciais regifes presentes na
seqiténcia, considerados assim primers internos. Assim, foram utilizados o3 iniciadores E1 ¢
HPF1D (reagiio com elongase), Al e A3 {para PHHF-1), além de B1 ¢ B3 (para PHHF-Z} A
anlise do sequenciamento revelou, especialmente com o primer B3, constituir-se da delegdo
encontrada em populacdes negras (PHHF-2), de aproximadamente 105 Kb. As seqgiiéncias
obtidas foram comparadas com as do cluster da beta globina {(G1-455025/ GENEBANK) ¢ da
regifio correspondente ao ponto de quebra da PHHF-2 (G1-183848 ¢ 32434/ GENEBANK). A
seqiiéncia esta representada na Figura 18, e apresenta as mesmas caracteristicas ja descritas
para a regido do ponto de quebra desta delegdo, como a regifio de homologia { AGT), no sitio
especifico de recombinagio. Esta delegio nfio foi detectada com o rastreamenio inicial

{primers B1, B2 e B3}
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Figura 18. A — representagdo da sequéncia correspondente ao ponto de quebra da
PHHF-2, em comparagio com a regifio montante normal { cluster da bsta globina- Gl
4550725/ GENEBANK) e jusante normal (gene para receptor offativo- Gl 11991862/
GENEBANK). Em destaque estio os trés nuclectideos que correspondem a regifio d¢
homologia no sitio de recombinagdo. B ~ Eletroesferograma com a seqiiéncia do
fragmento de 10Kb amplificado por PCR. A Dbamra vermelha identifica a regido de

nemologia {AGT).
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5 - DISCUSSAO

Os métodos tradicionais de investigagfo das deficiéncias génicas sfo extremamente
laboriosos, demandam muito tempe e, em geral, utilizam radioisdtopos. A técnica mais
freqiientemente utilizada, o Southern-blot { Southern, 1975), consiste basicamente em digerir o
DNA com enzimas de restricfio, separar os fragmentos em gel de agarose, transferir o DNA
digerido para uma membrana de nylon ou nitrocelulose e hibridar com sondas marcadas com
compostos radioativos, especificas para a regifio estudada. Os fragmentos observados apos a
revelagio so comparados com fragmentos controles, quanto a tamanho e intensidade. Assim,
pode-se inferir a localizaggio aproximada dos pontos de quebra de grandes delecBes génicas.
Esta técnica, todavia, requer DNA de alta qualidade, além de possuir aquelas caracteristicas ja
mencionadas.

A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) permite amplificar uma regifo
especifica de DNA, utilizando iniciadores especificos e uma enzima polimerase termoestavel
(MacPherson e cols, 1995). Esta ¢, provavelmente, a técnica mais utilizada nos dias de hoje,
em laboratorios de Biologia Molecular. Sua especificidade, flexibilidade ¢ facilidade de
execucdo, permite que seja utilizada em uma ampla variedade de atividades de pesquisa e
diagnostico, com relativa seguranga e rapidez. Neste trabalho desenvolvemos procedimentos
baseados na técnica de PCR para detecgio de grandes delegdes de DNA, por meio de trés
etapas principais.

A primeira delas se propds a identificar delegOes ja conhecidas na literatura, através de
um método descrito por Craig e cols.,, 1994. Para isto, utilizou iniciadores especificos,
desenhados para flanquear os pontos de quebra, de forma a detectar, nfo s6 o fragmento
mutante, bem como estados de heterozigose ¢ homozigose. Assim, foram utilizados, na
maioria dos casos, trés iniciadores em uma t{inica reagio, de forma a amplificar um fragmento
normal e um mutante, a depender de sua combinaggio (Figura 4).

Esta primeira abordagem identificou, de maneira nitida, a presenca da delecdo
responsavel pela (8f)°-Talassemia Siciliana, em dois individuos estudados. As caracteristicas

descritas com o sequenciamento sdo as mesmas descritas por Henthorn e cols. (1990) e



33

Esposito € cols. (1994} e corroboram com a origem tnica da delegfo Siciliana. Além disto,
estes sdo 0s primeiros casos deste tipo de delecdo identificados no Brasil, Interessante destacar
que o paciente 1 possui uma B-Talassemia (IVS-II ~110) € o paciente 2 a mutagfo responsavel
pela anemia falciforme (A—T, que leva a substituigdio Glu — Val no sexto residuo da B-
globina), sendo assim heterozigotos compostos para estas alteragSes e (8f)°-Talassemia
Siciliana.

O Paciente 1 representa o primeiro caso da associagfo entre (8f3)°-talassemia Siciliana
¢ P-talassemia em que € descrita a alteragio molecular. Como descrito previamente para
pacientes com esta associagfic (Zulker ef al, 1961; Wolff & Ignatov, 1963; Stamatoyanopoulos
et al, 1969; Otolenghi et al, 1975; Necheles et al, 1969; Mezzadra et al, 1974; Katamis ef ai,
1973; Fessas ef al, 1961; Gabuzda ef al, 1963; Efremov ef al, 1975; Brancati, 1973), o caso
apresentado aqui possui talassemia intermediana, sem necessidade de transfuséo regular.

Ha poucos relatos envolvendo a associacio entre Hb S e (8f)°-talassemia, com
alteracdo molecular caracterizada (Trent er al, 1986, Mirabile et al, 1995). Embora o paciente
2, descrito neste trabalho, também possua um quadro clinico benigno, apresentou algumas
crises vaso-oclusivas, as quais, aparentemente, ndo sfo freqiientes em outros casos descritos
(Russo et al, 1963; Silvestroni & Bianco, 1964; Stamatoyanopoulos et al, 1967;. Kinney et al,
1978; Zelkowitz ef al, 1972; Altlay et al, 1977; Belhani et ai, 1977).

A segunda etapa consistiu em rastrear outras dele¢des ao longo do cluster, através de
uma método baseado no aspecto quantitativo do PCR. A técnica baseia-se na possibilidade de
se identificar diferencas quantitativas na amplificacdo de amostras por PCR, em presenca de
delegBes ou duplicacdes, onde o produto final de amplificagio ¢ diretamente proporcional &
quantidade inicial de copias da seqii€ncia alvo (Celi e cols, 1994; Abbs ¢ Bobrow, 1991;
Poropat e Nicholson, 1998; del Rio e cols, 1998). A possibilidade de utilizagdo de primers
marcados com fluorescéncia aumenta a sensibilidade e praticidade da técnica, j& que podemos
aplicar uma série maior de primers numa tUnica reagfio (Multiplex), e automatizar os
procedimentos de corrida ¢ leitura das amostras (Yau e cols, 1996; Morgan ¢ cols, 1999;
Sherlock e cols, 1998). A leitura das amostras ¢ feita em software apropriado (GeneScan-
Applied Biosystems), que identifica os sinais (picos € dreas) emitidos pelo composto

fluorescente incorporado aos primers. A drea de cada pico de fluorescéncia alvo € comparada
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com a area do pico controle {interno) diploide (amplificada do gene da Pactina), e oufras
regides, para céleulo da dosagem génica ¢ identificac8io da delecdo, em comparagio com uma
amostra controle. Assim, desenhamos uma série de pares de primers, marcados com composto
fluorescente {6-FAM), ao longo do cluster da B-globina, que foram reunidos em reagbes de
multiplex, para um réapido rastreamento de delecSes nesta regido.

Com este método, foi possivel identificar a posigio aproximada (Figura 16) dos
pontos de quebra (montante € jusante) de uma delecfio de aproximadamente 100Kb. Alguns
valores mostraram variacdo entre os valores tedricos esperados (0.5 para dele¢cGes ¢ 1 para
regides normais), 0 que pode representar artefatos técnicos em algumas amplificagbes, tanto
em amostras, quanto em regides especificas. Assim, recomendamos, nfic sé a ufilizagfio de
controles negativos e, se possivel, positivos (delecBes ou duplicagSes) j& caracterizados, bem
como a repetigio em triplicata de cada reacfo.

A terceira abordagem metodologica objetivou a amplificagiio do fragmento que
contem o ponto de quebra da deleco identificada pelo método anterior. Os iniciadores
flanqueiam as regides consideradas com CDG (coeficiente de dosagem génica) para deleges
(0.5). Neste caso, foi utilizada uma enzima especial, ELONGASE (Life Technologies), capaz
de amplificar fragmentos longos de DNA (até 30Kb). Com isto, foi obtido um fragmento de
aproximadamente 10Kb, que foi submetido a sequenciamento direto. O sequenciamento
revelou a presenca da delegfo, inicialmente descrita em um individuo negro proveniente de
Gana (Tuan e cols., 1980), responsavel pelo quadro de Persisténcia Hereditiria de
Hemoglobina Fetal do tipo 2. Esta delegfio tem aproximadamente 105 Kb e estava incluida na
primeira abordagem, isto &, identificacdio pela amplificaciio do ponto de quebra, nfo tendo
sido, porem, caracterizada. Craig e cols., 1994, comenta que, especificamente neste tipo de
delecdo, os iniciadores utilizados tiveram suas concentragdes reajustadas, para que os
fragmentos amplificados possuissem a mesma intensidade. Neste caso, a concentragdo do
iniciador B2, para regifio normal, teve que ser reduzida para 2 pmol. E possivel, entdio, que os
iniciadores utilizados em nossas reagfes estivessem em concentragdes inadequadas, € o fato de
ndo possuirmos controles positivos para esta delegfio, contribuiu para a néo detecgfio deste tipo

delecional com o primeiro método.
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O ponto de quebra da PHHF-2 comeg¢a dentro do segundo intron (IVS2) do
pseudogene (), ¢ termina em um elemento L1, aproximadamente 105 Kb a jusante, em uma
regifio codificante para receptores olfativos (HHOR3’ beta4 ¢ HOR3® betad — GI 11991862/
GENEBANK). Esta delecio estd deslocada 5 Kb da PHHF-1, tanto 5° quanto 3°, sem
nucleotideos Orfdos ¢ com uma regific de homologia (AGT) no sitio especifico de
recombinaciio { Henthorn e cols., 1990). Esta alteracdio j4 havia sido descrita na populacfo
brasileira (Gongalves e cols., 1995), e o fato de termos identificado em cinco individuos nfio
relacionados de origem africana, indica possivelmente que esta deve ser o tipo mais frequente
de PHHF no Brasil Este dado € diferente daquele observado em populacdes de origem
Africana nos Estados Unidos, onde o tipo delecional mais freqiiente é PHHF-1 (Collins et al,
1987; Feingold & Forget, 1989). Os dados hematoldgicos dos individuos estudados neste
trabalho sdo similares aos descritos por Gongalves e cols, 1995.

Um dos mecanismos propostos para explicar como esta dele¢fo promove um
aumento de Hb F, de forma a compensar a perda dos genes envolvidos na expressdo das
cadeias adultas, sugere a justaposi¢io de elementos acentuadores, localizados a jusante da
delecdio. Alguns estudos mostram que esta regifio, que possui genes que codificam receptores
olfativos, possui atividade acentuadora e atua, provavelmente, através de uma modificacfo da
estrutura cromatinica, tornando-a transcripcionalmente ativa (Feingold & Forget, 1989,
Feingold et al, 1999; Anagnou ef al., 1995; Arcasoy et al., 1997; Calzolari ef al., 1999; Elder
et al., 1990). Todavia, a simples localiza¢io de acentuadores nas proximidades 3° de delecGes,
parece ndo fornecer o Umico meio para aumento de Hb F, jé que acentuadores também estdo
presentes em delegdes responsdveis por P e 3P-talassemias. Desta forma, fatores adicionais
devem contribuir para o significativo aumento de Hb F nos casos de PHHF, tais como
presenca de elementos silenciadores (Huisman et al., 1974; Vitale et al, 1994), elementos
competidores (Weatheral et al, 2001), ou que de alguma outra forma interfiram negativamente
na expressdo dos genes y. A Figura 19 ilustra um modelo pelo qual diferentes delegdes podem
originar quadros clinicos distintos como PHHF ¢ 5p-talassemias.

Em condi¢des normais (A), o LCR, importante elemento responsavel pela regulagéo
dos genes do cluster §, interage (seguindo o modelo de “looping™) com cada gene, a depender

do estagio de desenvolvimento (€ no embridio, Gy e Ay no feto, 8 e B no periodo adulto). Uma
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primeira delecio (B) pode manter regifes competidoras pelo LCR, tais como os promotores
dos genes & ¢ B, de maneira a aumentar a expressio de Hb F, porém nfic o suficiente para
compensar a perda dos genes adultos. De forma alternativa, a delecio mantém regibes de
efeito negativo para expressdo dos genes fetais, como a regific aproximadamente 3 Kb a
montante do gene 8, que, segundo estudos recentes (Calzolari e cols, 1999; O’Neill ¢ cols.,
1999), esta relacionada com a ativagiio da expressdio de B, possivelmente através da interaciio
com complexos protéicos, responsaveis pela ativagio da cromatina. Neste tipo delecional, a
expressdo elevada de Hb F se d4 em apenas algumas células (células F), de distribuigfo
heterogénea (D), levando a um quadro clinico de p-talassemia.

Em uma segunda circunstincia (C), a delegfio, além de remover regides
potencialmente competidoras pelo LCR e regiGes de efeito negativo, justapfe acentuadores em
regies suficientemente proximas aos genes fetais, de maneira a permitir um alto grau de
expressdo destes genes. O resultado € uma distribuigio homogénea de células F, com
quantidade suficiente para compensar a perda de genes para cadeias adultas (E). De qualquer
forma, parece haver a participagiio de varias regides, que somadas, contribuem para a
regulagdo da expressdo dos genes que codificam as cadeias globinicas do tipo B, o que destaca
a complexidade da regulagdo de sua expressio génica.

Além das deficiéncias génicas, outras alteragdes moleculares podem levar a um
aumento de Hb F, tais como mutacSes de ponto (Weatheral & Clegg 2001), polimorfismos
relacionados com seqiiéncias repetidas (Lapoumeroulie € cols., 1999), além de fatores ndo
ligados ao cluster da B-globina, no cromossomo 11 (Craig e cols., 1997).

Este trabalho contribuiu para o desenvolvimento e aplicacio de um método,
particularmente mais répido e de ficil execugio, na investigagio de deficiéncias génicas (ou
aumento do nimero de copias), e que pode vir a ser utilizado no estudo de alteracses, nfio s6
no cluster da B-globina, mas também em outros genes de interesse.

Além disto, os dados apresentados neste trabalho sobre a interagio entre (8B)°-
Talassemia Siciliana com B - Talassemia e Hb S representam os primeiros casos descritos no
Brasil, com caracterizagfio clinica e molecular. Também destaca-se a presenga de PHHF do
tipo 2, detectada em cinco individuos, e que sabidamente pode contribuir para melhorar a

evolugdo clinica de determinadas condigdes, tais como B-talassemia e anemia falciforme.
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Figura 19. Modelo explicativo para o efeito de diferentes delegBes no cluster da B globina. A -
condicio normal de expressio génica, B — delecdo responsavel por um quadro clinico de 3f3-
talassemia. C — delec@io responsavel por wmn guadro de PHHF. D- distribuicdo heterocelular, com

hemacias microciticas e hipocromicas. E — distribuigio pancelular. Maiores explicacOes no texto.
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6 - CONCLUSOES

6 . 1 - Os dados apresentados neste trabalho sobre a interagio entre (3p)°-Talassemia
Siciliana com P - Talassemia e Hb S representam os primeiros casos descritos no Brasil, com

caracterizacgdo clinica € molecular;

& . 2 - Também destaca-se a presenga de PHHF do tipo 2, detectada em cinco
individuos nfo relacionados, e que sabidamente pode contribuir para melhorar a evolug8o

clinica de determinadas condig@es, tais como B-talassemia e anemia falciforme;

6 . 3 - Este trabalho contribuiu para o desenvolvimento e aplicagdo de um método,
particularmente mais répido e de facil execucdo, na investigagdo de deficiéncias génicas {ou
aumento do niimero de cépias), € que pode vir a ser utilizado no estudo de alteragdes, ndo s0

no cluster da B-globina, mas também em outros genes de interesse.
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7 - SUMMARY

Molecular analysis of gene deletions associated with Hereditary Persistence of
Fetal Hemoglobin and (88) — Thalassemia

Hereditary Persistence of Fetal Hemoglobin are a rare, heterogeneous and benign
group of hereditary disorders with an abnormal switch from fetal to adult hemoglobin,
resulting in high levels of Hb F in the adult stage. At a molecular level, they are divided in
deletion and non-deletion forms. A total of six deletions related to HPFH have been described,
associated with increased levels of both vy chains. Most (8B) — Thalassemias aiso arise from
deletions in the B globin gene cluster, in some cases these deletions are very similar to those
that originate HPFH. However, these forms demonstrate smaller increases in Hb ¥ and are
accompanied by microcytic and hypochromic red blood cells, in the heterozygote state. Three
main hypothesis were proposed to explain the relationship between these deletions and the
non-suppression of v genes: the removal of competitive regions that interact with the LCR;
the juxtaposition of enhancer elements; and the removal of silencers. Here we investigate the
presence of gene deletions, associated with HPFH and (8f) — Thalassemia in blood donors at
the Hemocenter and patients from the Clinical Hospital, Unicamp. For this, we developed a
modification of a technique, described first in Duchenne/ Becker dystrophy, based on the
possibility of identifying quantitative differences in the amplifications of samples by PCR, in
the presence of deletion or duplication carriers, in which the final product of amplification is
directly proportional to the initial amount of copies of the sequence targets. The method,
employing fluorescence intensity for quantification, identified a deletion responsible for
HPFH-2, in five individuals of African origin. We also identified, using specific primers that
bridge the breakpoints, the presence of Sicilian (83) —~ Thalassemia in two individuals that are
compound heterozygous for (B) — Thalassemia and Hb 8, respectively. The sequence analysis
revealed the same characteristics described for these alterations. This study contributes to the
development and application of an extremely rapid and practical method for the identification
of deletions (or increase in gene copy number), which could be used in the study of alterations,

not only in the B globin gene cluster, but also in other genes of interest. Moreover, the data
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presented here regarding the alterations in Sicilian (3p) — Thalassemia in association with (f)
- Thalassemia and HbS represents the first cases described in Brazil, with clinical and
molecular characterisation. In addition, there is a strong presence of a benign alteration

(HPFH-2), that can ameliorate some conditions, such as (B) — Thalassemia and Sickle Cell

Disease.
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