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RESUMO

A hemoglobina (Hb), pigmento respiratorio de todos os organismos vertebrados, encontra-
se em elevadas concentragdes nas hemacias e ¢ responsavel pelo transporte de O, dos
pulmdes para os tecidos. A Hemoglobina humana constitui-se de dois pares de cadeias
polipeptidicas (globinas), cada qual envolvendo um grupo prostético heme, que se liga
reversivelmente ao O,. Mais de 1000 variantes estruturais da Hb humana j& foram descritas,
parte delas relacionada a manifestagdes clinicas importantes. Algumas variantes apresentam
alteracdo funcional, que se traduz em afinidade modificada pelo O,. Quando elevada, ha
uma producdo compensatoriamente maior de hemacias, levando a policitemia; quando
diminuida, resulta em cianose. O Laboratorio de Hemoglobinopatias do Departamento de
Patologia Clinica da FCM/UNICAMP ¢ um dos laboratérios de referéncia no pais, tendo
identificado, at¢ o momento, 12 hemoglobinas novas e 51 variantes raras. Destas, as
variantes novas Hb Hb Boa Esperanca (al6 Lys—Thr), Hb Itapira (30 Glu—Val), Hb
Bom Jesus da Lapa (a30 Glu—Ala), Hb Olinda [$22 (b4) —25 (b7)], Hb Caruaru (f122
Phe—Ser) ¢ Hb S-Sao Paulo (6 Glu—Val ; B65 Lys—Glu) foram aqui caracterizadas
funcionalmente, assim como as variantes raras Hb Iwata (087 His— Arg), Hb Sunshine
Seth (094 Asp—His), Hb Deer Lodge (B2 His— Arg), Hb Deer Lodge (B2 His— Arg) +
Hb S (B6 Glu— Val), Hb G-Siriraj (37 Glu— Lys), Hb G-Siriraj (7 Glu— Lys) e Hb C
(B6 Glu— Lys) em associagdo, Hb M-Saskatoon (63 His— Tyr), Hb Redondo (92 His—
Asn), Hb Koln (98 Val—»> Met), Hb Coimbra (99 Asp— Glu) e Hb Dhonburi (f126
Val->Gli)+ B®. O método analitico empregado foi descrito por Rossi-Fanelli & Antonini

(1958), e analisa espectrofotometricamente o comportamento da Hb frente a conhecidas

Xiil



pressdes parciais de oxigénio (pO;), possibilitando a medida de afinidade (p50), da
constante de Hill (n), que verifica o fendmeno de cooperatividade entre as cadeias
globinicas para ligagdo do O,, o efeito Bohr (que indica facilidade na ligagdo Hb-O,
conforme ¢ elevado o pH do meio), bem como a interagdo com o Inositol Hexafosfato
(IHP), um fosfato polidnion que dificulta a ligagdo entre a Hb e 0 O,. A excecio das Hbs
Itapira e Bom Jesus da Lapa, em concentragdes reduzidas nos hemolisados, todas as demais
apresentam afinidade alterada pelo oxigénio. Como complementacdo ao estudo funcional,
as Hbs Caruaru e S-Sao Paulo também foram submetidas a analise por dinamica molecular,
através dos programas VMD (Visual Molecular Dynamics), com dados inseridos nos
softwares CHARMM (Chemistry at Harvard Molecular Mechanics) e NAMD (Nanoscale
Molecular Dynamics). As demais variantes tiveram sua analise estrutural individualizada
feita através da visualizagdo de estruturas nativas depositadas no Protein Data Bank, para
melhor compreensdo da relagdo entre o aminoacido substituido e a fungao protéica alterada.
Deste modo, foi possivel estabelecer correlagdes entre a estrutura e a funcao e inferir sobre
as manifestagdes clinicas resultantes da presenca destas heme proteinas andmalas,
ilustrando-se assim a importancia desses estudos para a completa caracterizacdo das

variantes.
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ABSTRACT

The human hemoglobin (Hb) is the respiratory pigment of human organisms, found in high
concentrations in the erythrocytes and is responsible for transporting O, from the lungs to
the peripheral tissues. This molecule is composed by two pairs of polypeptide chains
(globin), each one involving a prosthetic group heme, which bind reversibly to the O;.
More than 1000 structural variants had been described already; part of them related to
important clinical manifestations. Some variants present functional alteration, with
modified affinity for the O,. When it is increased, it has a higher compensatory production
of the erythrocytes, causing policitemia; when decreased, it results on cyanosis. The
Laboratory of Hemoglobinopaties of the Department of Clinical Pathology of the
FCM/UNICAMP is one of the references laboratories in the country, and identified, until
this moment, 12 new hemoglobins and 51 rare variants. The new variants Hb Boa
Esperanca (al6 Lys—Thr), Hb Itapira (30 Glu—Val), Hb Bom Jesus da Lapa (a30
Glu—Ala), Hb Olinda [B22 (b4) —25 (b7)], Hb Caruaru (122 Fen—Ser) and Hb S-Sao
Paulo (B6 Glu—Val ; P65 Lys—Glu) were, in the present study, functionally
characterized, as well as the rare variants Hb Iwata (094 Asp—His), Hb Sunshine Seth (al
87 His— Arg), Hb Deer Lodge (B2 His— Arg), Hb Deer Lodge + Hb S (B2 His— Arg +
B6 Glu— Val), Hb G-Siriraj (B7 Glu— Lis), Hb G-Siriraj +Hb C (37 Glu— Lis + 6 Glu—
Lis), Hb M-Saskatoon (63 His —Tir), Hb Redondo (92 His— Asn), Hb Koln (98
Val—> Met), Hb Coimbra (99 Asp—> Glu) and Hb Dhonburi (126 Val->Gli) + B™. The
analytical method used was described for Rossi-Fanelli & Antonini (1958), which

analyses, by spectrophotometer, the behavior of the Hb against known partial pressures of
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oxygen (pO2), making possible the measure of affinity (p50), the constant of Hill (n), that
verifies the cooperativity, the Bohr effect (that it indicates the relation between Hb-O2
binding according to the pH), as well as the interaction with Inositol Hexaphosphoric acid
(IHP), that difficult linkage between the Hb and the O,. Except from Hb Itapira and Hb
Bom Jesus of the Lapa, in reduced concentrations at the total hemolysate, all the others
presented modified affinity to the oxygen. As a complement of the functional study, the Hb
Caruaru and Hb S-Sao Paulo were also submitted to previous molecular dynamics
simulation. All the other variants were structurally analyzed by the study of the native
structure deposited at the Protein Data Bank, to understand better the relation between the
substituted residue and the modified one at the protein function. Therefore, it was possible
to establish correlations between the structure and the function and to infer on the clinical
manifestations because of the presence of these anomalous proteins, illustrating the

importance of these studies for the complete characterization of the variants.
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1.1. Hemoglobina: Evolucao

A hemoglobina (Hb) ¢ uma heme proteina, presente nos eritrocitos de vertebrados,
constituida por um grupo prostético heme inserido em cada uma das quatro cadeias
globinicas que a compdem (ANTONINI e BRUNONI, 1971; SHIKAMA, 2006).

Recebeu a denominacao de “hematoglobulina” ou “hemoglobina” pelo fisiologista e
quimico alemao Felix Hoppe-Seyler (1825-1895), e ficou conhecida também como
“enzima honoraria” devido a sua contribuicdo como modelo alostérico de enzimas
(PERUTZ, 1995).

Esta proteina, pigmento respiratorio de vertebrados, e de alguns invertebrados, tem
seu historico evolutivo iniciado a partir de pequenas hemoproteinas de seres unicelulares,
que se utilizavam desta hemoproteina como transportadora de monoxido de carbono e
oxido nitrico em seu metabolismo celular. Com o aparecimento de um ambiente oxigenado,
ha aproximadamente 2 bilhdes de anos atrds, promoveu-se situagdo dramatica a criaturas
viventes na Terra, uma vez que o oxigénio era substincia toxica. O metabolismo destes
organismos, por sua vez, passou a ser aerobio e a hemoglobina se adaptou ao transporte de
oxigénio. Logo, a interagdo, que inicialmente se dava entre o grupamento protoporfirinico
contendo um metal em sua por¢ao central e o 6xido nitrico ou mesmo o gas carbonico,
passou a também ser compartilhada com o oxigénio, em organismos mais complexos
(HARDISON, 1999; SHIKAMA, 2006; WAJCMAN et al., 2009).

A duplicagdo do gene que codificava uma globina ancestral teria distinguido a
hemoglobina da mioglobina, h4 aproximadamente 800 milhdes de anos. As cadeias alfa e
beta da hemoglobina somente passaram a ser sintetizadas por agrupamentos génicos

(clusters) distintos entre 450-500 milhdes de anos. As demais diferenciagdes entre as
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cadeias globinicas em ambos os clusters, a exemplo da expressao de genes especificos
responsaveis pelas hemoglobinas embrionarias e fetais, estima-se ter ocorrido a partir de
300 milhdes de anos atras, encerrando-se possivelmente entre 40 ¢ 50 milhdes de anos
atras, com a duplicacdao dos genes alfa e gama, conforme pode ser visualizado na Figura 1
(HARDISON, 1999; SHIKAMA, 2006; BONILLA-RODRIGUEZ, 2007; WAJCMAN et
al., 2009).

Apesar da diferenca entre os organismos e distintos subtipos de hemoglobina, sua
estrutura protéica ¢ altamente conservada. Por isso esta molécula também ¢ considerada um

marcador evolutivo.

Milhées de anos atras

600 -0

Mioglobina ol wal o1 g € G}, AA{ 5 B

Familia alfa Familia beta

Figura 1. Evolugao dos genes de globina
(adaptado de BONILLA-RODRIGUEZ, 2007).

As hemoglobinas (Hb) humanas sdo tetrameros formados pela combinacdo de 2

cadeias polipeptidicas do “tipo a” (a0 ou £) com 2 cadeias do “tipo B” (B, 0, Sy, Ay ou ¢).
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Como as demais hemoglobinas de vertebrados, cada cadeia contém um grupo prostético
heme, que se liga reversivelmente a molécula de oxigénio, cumprindo assim a funcao
primaria da hemoglobina, que ¢ o transporte de oxigénio (BUNN e FORGET, 1986).

A sintese das cadeias globinicas estd sob o controle de genes distintos, separados em
2 agrupamentos (clusters); os genes que codificam as cadeias o e ( (cluster ) estdo
localizados no cromossomo 16 (16p 13.3), enquanto aqueles que codificam as cadeias f3, J,
vy € € (cluster p) estdio no cromossomo 11 (11p 15.5) (BUNN e FORGET, 1986;
HOFFBRAND et al., 2000; STEINBERG et al., 2001; WEATHERALL e CLEGG, 2001;
WILLIAMS et al.,2001), conforme a Figura 2. Tanto os genes das cadeias o quanto os das
cadeias y sdo duplicados (o) e aa, e % e *y): os produtos protéicos dos genes o, € o, S30
idénticos, enquanto as cadeias produzidas pelos genes %y e “y diferem no residuo 136
(glicina e alanina, respectivamente) (BUNN e FORGET, 1986; HOFFBRAND et al., 2000;
STEINBERG et al., 2001; WEATHERALL e CLEGG, 2001; WILLIAMS et al., 2001).
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Figura 2. Clusters responsaveis pela sintese das globinas humanas
(adaptado de BUNN e FORGET, 1986).
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Para que o tetrAmero funcional possa ser formado, ¢ preciso que a expressao desses
genes se dé de forma balanceada, equilibrada. Assim, no estdgio embrionario, sao
produzidas as hemoglobinas Gower I (Czg2), Gower II (on€3) e Portland I (&,y2); no periodo
fetal, estas sdo substituidas pela hemoglobina Fetal (a,y2), que, por sua vez, da lugar as
hemoglobinas A ou A; (a232) € Az (0207) no adulto. Em adultos normais, a hemoglobina A
¢ predominante, compondo mais de 95% do total da hemoglobina celular, enquanto a A; se
mantém em niveis entre 2-3% e a Fetal entre 0-2% (Figura 3) (BUNN e FORGET, 1986;
HOFFBRAND et al., 2000; STEINBERG et al., 2001; WEATHERALL e CLEGG, 2001;

WILLIAMS et al.,2001).
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Figura 3. Ontogenia das cadeias globinicas (adaptado de BUNN e FORGET, 1986).
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1.2. Estrutura da Hemoglobina

A estrutura da hemoglobina, altamente conservada, ¢ composta por quatro cadeias
globinicas, sendo duas do tipo alfa e duas do tipo beta, as quais apresentam um grupamento
prostético heme (Figura 4), possuindo tamanho final de 6,4 x 5,5 x 5,0 nm e massa
molecular de 64,45 kDa (PERUTZ, 1962; PERUTZ, 1964; STRYER, 1996).
Estruturalmente estas cadeias sao formadas por alfa-hélices (ordenadas de A até¢ H),
intermediadas por dobras entre elas, por¢des inter-hélices denominadas de acordo com sua
posi¢ao espacial (AB, BC, etc.), além de suas porcdes terminais NA e HC. Deste modo, os
residuos sao numerados de acordo com as coordenadas apresentadas a estrutura, a partir da

porcao N-terminal (PERUTZ et al., 1964; BUNN e FORGET, 1986; STRYER, 1996).

Figura 4. Estrutura tridimensional da hemoglobina humana visualizada no Visual
Molecular Dynamics — adaptagdo da estrutura cristalografica 2DN1, depositada no Protein

Data Bank.
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O grupo prostético heme ¢ uma protoporfirina IX que acopla em sua porgao central
um 4tomo de ferro na sua forma ferrosa (Fe*"), que por sua vez liga-se reversivelmente ao
oxigénio promovendo a hemoglobina a sua funcdo de transportadora deste gas para os
tecidos periféricos. O grupamento heme ¢ também capaz de se ligar ao monoxido de
carbono (CO) e ao 6xido nitrico (NO), com maior afinidade do que ao O,. No primeiro
caso, parece nao haver importancia fisiologica primordial; ao contrario, este fato explica a
elevada toxicidade que o CO representa ao organismo humano. J& no caso do NO (que
também ¢ inibidor da cadeia respiratoria), este desempenha uma importante fungao
vasodilatadora junto ao endotélio (ANTONINI e BRUNONI, 1971; WOOD e GRANGER.,
2007; PINDER et al, 2009; UYUKLU et al., 2009). O complexo Hb-NO ¢ reversivel ¢ a
afinidade, apesar de desconhecida, parece ser muito alta (ANTONINI e BRUNONI, 1971;
SHIKAMA, 2006).

O grupamento heme ¢ formado por quatro anéis pirrdlicos (Figura 5 A). Quando o
ferro ¢ oxidado, passando para sua forma férrica (Fe’"), a hemoglobina fica impossibilitada
de carrear o oxigénio ¢ ¢ denominada de meta-hemoglobina (ANTONINI ¢ BRUNONI,

1971; STRYER, 1999).
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Figura 5. A)Grupamento heme. B) Residuos que interagem com o grupamento heme na

oxi-Hb (referente a Hb de cavalo) (adaptado de ANTONINI e BRUNONI, 1971).

Conforme demonstrado na Figura 5B o grupamento heme apresenta diversas
interacdes que o mantém estavel, tanto nas cadeias alfa quanto nas cadeias beta. Ja as
histidina proximal (E7) e histidina distal (F8), que se ligam ao grupamento heme,
apresentam papel fundamental na estabilidade deste grupamento, quando da ligacdo com
oxigénio (ANTONINI e BRUNONI, 1971).

Ha, na hemoglobina, algumas regides importantes na estabiliza¢ao e na funcao desta

proteina como um tetramero. Os contatos o131 € auf,, também denominados de packing
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contacts (os contatos de empacotamento da proteina), compreendem regides de interacoes
mais fortes, envolvendo muitos residuos e pontos de interacao entre as cadeias; ja o contato
a1, € menos extensivo, € 0s contatos entre as cadeias sdo mais fracos (ANTONINI e

BRUNONI, 1971; SHIKAMA e MATSUOKA, 2003).

1.3. Propriedade de Ligacdo com Oxigénio

A ligagdo da proteina com o grupo heme (heme pocket) € vital para a capacidade de
transportar O, e estabilizagdo da molécula inteira. Se a ligagdo com o heme ¢ enfraquecida,
as cadeias globinicas se dissociam em dimeros e monomeros (ANTONINI e BRUNONI,
1971; BUNN e FORGET, 1986; STRYER, 1996; SHIKAMA, 2006).

Duas histidinas presentes no bolsdo heme pocket apresentam papel bastante
dindmico na ligacdo da porgdo ferrosa com o oxigénio. Sdo estas as histidinas proximal
(a87 (F8) ou B92 (F8)), que interagem diretamente com o ferro da protoporfirina IX, e a
histidina distal (a58 (E7) ou 63 (E7)), que por sua vez interage com o oxigénio ligado ao
ferro (Figura 6) (ANTONINI e BRUNONI, 1971; BUNN e FORGET, 1986; SHIKAMA,

2006).
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Figura 6. Sobreposicdo da oxihemoglobina (em vermelho) e desoxihemoglobina (em
preto), mostrando as mudangas conformacionais induzidas pelo movimento do dtomo de
ferro durante o processo de oxigenacdo. O plano do heme esté representado pela barra preta

(STRYER, 1996).

Conforme pode ser observado na Figura 6, durante a oxigena¢do o atomo de ferro
desloca-se entre 0,55-0,63 A para fora do plano do heme. Esta alteracao faz com que todo o
restante da cadeia globinica sofra consideravel modificagdo conformacional (Figura 7),
permitindo que a hemoglobina apresente suas duas formas basicas termodinamicamente

favoraveis: a forma relaxada (R-ligada ao oxigénio) e a forma tensa (T- ndo ligada ao
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oxigénio), descritas por Perutz em 1970, através de cristalografia de Raio X (PERUTZ,

1970; ANTONINI e BRUNONI, 1971).

Oxi-Hb Desoxi-Hb

Figura 7. Representacdo da hemoglobina em suas formas R e T, obtidas através das
estruturas 1GXZ (oxi-Hb) e 2DN2 (desoxi-Hb) depositadas no Protein Data Bank,

visualizadas no Visual Molecular Dinamycs.

Perutz, em 1979, ainda propds que a ligagdo Hb-O; se iniciaria pelas subunidades
alfa. Isso porque observou que a subunidade beta apresenta menor afinidade ao oxigénio
em relacdo a alfa, devido a maior proximidade do residuo Valina E11 ao sitio de ligacdo no
heme, o que poderia compor uma barreira fisica a ligacdo com o oxigénio.

No instante em que ha a ligacdo de uma subunidade globinica ao oxigénio, através
da interacdo alostérica homotropica entre os grupamentos heme, hia a mudanga
conformacional desta subunidade.

Faz-se lembrar que as interacdes alostéricas consistem na reatividade de um sitio

ativo afetado pela presenca de um ligante em outro sitio na mesma molécula. Se estes sitios
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de mesma natureza sofrem influéncia do mesmo ligante, ou o mesmo tipo de ligante, as
interacdes sao chamadas de homotropicas; se os sitios sofrem interferéncia de diferentes
tipos de ligantes, as interagcdes sao chamadas de heterotropicas. O primeiro caso, conforme
citado anteriormente, ¢ tipicamente representado pelas interagdes heme-heme, € o segundo
pelo Efeito Bohr, o qual devera ser abordado posteriormente (ANTONINI ¢ BRUNONI,
1971).

A ligagdao do primeiro oxigénio em seu sitio seme facilita a ligagdo dos outros
oxigénios nos sitios da proteina. Este evento pode ser denominado de cooperatividade.
Através deste fendmeno a hemoglobina apresenta curva de dissociacao e ligagdo com o O,
de modo sigmoidal, conforme grafico da Figura 8 (PERUTZ, 1970; ANTONINI e
BRUNONI, 1971; PERUTZ et al, 1998; STRYER, 1996; SHIKAMA, 2006; CIACCIO et

al., 2008).

10
95.8

50

Porcentagem de Saturagdo (pO:, %)

0 26.8 40 80 120

Pressdo Parcial de oxigénio (pO., mmHg)

Figura 8. Curva sigmoidal representando o carater cooperativo da ligagdo da Hb com o

oxigénio (adaptado de Wikipedia Web Page').

" www.wikipedia.org
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A inclinacdo da reta do grafico logaritmico de %HbO, versus pO, (Figura 8)
permite a determinacdo do parametro de Hill (‘»”) que consiste na medida da interacao
heme-heme, indicativo da cooperatividade entre os quatro sitios de ligacdo da hemoglobina
(Figura 9). Deste modo, valores de n = 1, correspondem a curva de dissociagdo hiperbolica;
n > 1 a curva sigmoide, assim como interacdes heme-heme positivas. Os valores de n para
estudos de equilibrio de oxigénio em hemoglobinas de mamiferos, em condi¢oes

fisiologicas € 2,8-3,0 (HILL, 1910; ANTONINI e BRUNONI, 1971).

0.4 Inclinagéo = Cooperatividade
04

0,2

-0,2

-0.4

log Y/1-Y

0,8
0,8 p50
1,0

-1,2

,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0 2,2

Figura 9. Grafico de Hill

Para a obtencao deste grafico ¢ preciso considerar que o equilibrio da reacao de

ligacdo Hb-O; se da da seguinte maneira:

Hb, + n0, <>Hb,0, )

Deste modo, obtém-se a seguinte constante de dissociagao:
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[Hb,][pO,]"

que gera a Equacgao de Hill:

K (pO2)" =

3
1.y €)

O valor de sitios ligados (Y) varia de 0 até 1.
Como a constante n ¢ calculada em logaritmo, em funcao da relacdo dos sitios

ligados (Y) e sitios ndo ligados (1-Y), temos que:

log(Y ) =nlog [O,] - nlogK ()
1-Y

Por fim, considerando que a saturag@o parcial da hemoglobina ¢ mensurada em 50%

dos sitios heme ligados (K= (p50)n), tem-se que:

(pO,)"
Y = )

(p50)" + (pOY)"

Deste modo, obtém-se a forma linear, com as devidas substituigdes na formula 5:

log(—Y ) =nlog pO,—nlog p50 (6)
1-Y
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conforme curva representada na Figura 9.

1.3.1. Modelos de ligacao alostérica

Existem algumas teorias quanto a dindmica da interacdo homotrépica entre Hb-O,.
Entretanto, os modelos mais utilizados sdo os de simetria € o seqliencial.

O primeiro modelo tedrico de ligagao foi dado por Monod, Wyman e Changeux
(modelo MWC), também conhecido como modelo de simetria, em 1965 (MONOD et al.,
1965; EATON et al., 2007).

Neste modelo, os pesquisadores consideram que ha duas formas de apresentacdo da
molécula de Hb: a forma T e a forma R; sendo que o oxigénio liga & hemoglobina mais
facilmente quando de sua forma relaxada (R), enquanto que a forma tensa (T) da proteina
tem menor afinidade ao ligante. Considera-se, também que todas as cadeias globinicas
deverdo mudar sua conformac¢do de T->R como uma unidade total, e ndo cadeia a cadeia,
bem como nao haveria interferéncia da afinidade entre globinas (Figura 10). Neste modelo,
interacdes homotropicas e heterotropicas alterariam o equilibrio de ligagao Hb-O,, através
das modificagdes conformacionais estruturais de R a T, num evento de “tudo ou nada”.
Deste modo a cooperatividade estaria ligada a interacdes alostéricas, sem a necessidade da
presenga do ligante. (MONOD et al., 1965; ANTONINI e BRUNONI, 1971; EATON et al.,

2007; RONDA et al., 2008).
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Figura 10. Modelo MWC para a ligacao Hb-O,.

o = Estado T;

o = Estado R;

Kt e Kg= constantes de ligacdo (Adaptado de VOET e VOET, 2004).

Em 1966, Koshland, Nemethy e Filmer propuseram um outro modelo, chamado de
modelo seqiiencial ou KNF.

Neste modelo, os autores propuseram que ha modificagdo seqiiencial da
conformagdo T->R das cadeias globinicas conforme ocorre a ligagdo desta com o oxigénio
(Figura 11). Outra diferenga para o modelo anterior consiste no fato de que considera-se
que subunidades interferem na afinidade da outra pelo ligante. Deste modo, a mudanca de
uma cadeia globinica de T->R quando houvesse a ligagdo com o oxigénio deve interferir na
ligacdo da proxima globina com o ligante, aumentando a afinidade deste, que por sua vez
interferiria na proxima interagdo seme-0O,, com afinidade ainda maior em relacdo a anterior,
e assim por diante. Deste modo ndo deveriam existir constantes de ligacao distintas entre R
ou T, mas haveria diferentes constantes de ligacdo, de acordo com a ocupacao seqiiencial
dos grupos heme com o ligante (KOSHLAND et al., 1966; EATON et al., 2007; RONDA

et al., 2008).
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Figura 11. Modelo seqiiencial simples (KNF), para a ligagao Hb-O.
o= Estado T;
o = Estado R;
K = Constante de Ligacao (adaptado de VOET e VOET, 2004).

1.3.2. Moduladores

A ligacdo cooperativa Hb-O, também ¢ modulada quimicamente por interagdes
heterotropicas (fora do heme pocket) por ions H', fosfatos orginicos como o 2,3
Difosfoglicerato (2,3 DPG), ATP e ADP, e gés carbonico (BENESCH e BENESCH, 1967;
CHANUTIN e CURNISH, 1967; CIACCIO et al., 2008; ANTONINI e BRUNONI, 1971;

YONETANI e LABERGE, 2008).

a) Efeito Bohr

A presenca de ions H' influenciando na afinidade da hemoglobina pelo O, é
conhecida como Efeito Bohr, o qual pode ser subdividido em alcalino e acido. No efeito
Bohr alcalino, a presenga de ions H' reduziria a afinidade, enquanto sua auséncia, em pHs
mais alcalinos, levaria ao efeito inverso, com o aumento da afinidade (Figura 12). Ja o
efeito Bohr acido consistiria no aumento da afinidade em pHs abaixo de 6,0, quando ha
elevadas concentragdes de fons H'. Este evento pode também ser chamado de Efeito Bohr
reverso. Apesar de, em seres humanos, somente ser observado o efeito Bohr alcalino em

fungcdo do pH fisiologico, de 7,4, o efeito Bohr acido também pode ocorrer com a
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hemoglobina humana, em pHs inferiores a 6,5. Embora ndo se saiba se o Efeito Bohr acido
tenha algum papel fisiologico em seres humanos, ele parece estar relacionado ao processo
de degradagdo da hemoglobina nos lisossomos presentes no tecido hepatico (BENESCH e
BENESCH, 1967; CHANUTIN e CURNISH, 1967; RIGGS, 1988; BONAVENTURA et

al., 2004; YOKOYAMA et al., 2004; YONETANI e LABERGE, 2008).
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Figura 12. Efeito Bohr alcalino: a diminui¢ao do pH diminui a afinidade da Hb pelo

oxigénio (adaptado de HORTON et al., 1996).

b) Fosfatos Organicos

Os fosfatos organicos, a exemplo do ATP, ADP e, principalmente o 2,3 DPG,
interferem na ligagdo Hb-O,, reduzindo o grau de interagdo da proteina com este gas,
fazendo com que este seja liberado para os tecidos periféricos (ANTONINI e BRUNONI,
1971; CHANUTIN e CURNISH, 1967; BENESCH e BENESCH, 1967; YONETANI e

LABERGE, 2008).
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A molécula de 2,3 DPG (2,3 Difosfoglicerato), também chamado de 2,3 BPG
(Bifosfoglicerato), tem importante funcdo na liberacdo do oxigénio carreado pela
hemoglobina para os tecidos. Isso porque esta proteina, em seu estado T, expde as porgoes
positivamente carregadas das cadeias laterais dos residuos histidina 2 e 143, lisina 82 e os
grupos amino terminal da Vall, localizados na interface B1f2 (ARNONE, 1972),
conforme figura 13. Deste modo o 2,3DPG, cuja estrutura ¢ carregada negativamente,
estabiliza tal conformagdo espacial de hemoglobina, através de sua interagdo com tais
aminoacidos, o que confere a esta molécula importante papel na alteracdo funcional da

hemoglobina (CHANUTIN e CURNISH, 1967; BENESCH ¢ BENESCH, 1967).

Figura 13. Cadeias  com 2,3 DPG entre elas. Alguns aminoacidos em destaque. (estrutura

1B86 presente no Protein Data Bank).

O 2,3 DPG, assim como outros fosfatos organicos, apresenta efeitos semelhantes

aos protons, uma vez que estd envolvido em interagdes heterotropicas entre os sitios do
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oxigénio (heme pocket) € o de polianions fosfato. Deste modo atua como efetor alostérico
da hemoglobina, reduzindo a afinidade desta proteina pelo oxigénio (ANTONINI e
BRUNONI, 1971). Esta interferéncia, na liberacdo de oxigénio para os tecidos, ¢

fisiologicamente importante inclusive na adaptagdo do organismo a diferentes altitudes.

c) fons Cloreto e outros Anions monovalentes

Anions cloreto reduzem a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio através da
estabilizacao da estrutura protéica na forma Tensa (desoxi). Este fato se deve a exposig¢ao
de grupamentos positivos de residuos polares presentes na cavidade central da proteina,
quando no estado T. Estes, por sua vez, interagem com ions cloreto e outros anions, sendo

estabilizados e neutralizados através desta interagdo (PERUTZ et al., 1994).

d) Efeito da Temperatura

A ligacao da Hb-O,; ¢ exotérmica. Tem-se, portanto, que a afinidade da Hb por este
gas ¢ diminuida com o aumento da temperatura (BENESCH et al., 1969). O aumento de
10°C diminui a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio entre 1,5 a 2,5 vezes, dependendo
das condig¢des experimentais (ANTONINI e BRUNONI, 1971).

Os parametros de termodinamica sao dados por:

AG =- RT InK (7

considerando-se que R ¢ a constante universal dos gases (onde R = 1,987 Kcal
'mol™), T = temperatura (dada em Kelvin) e K ¢é a constante de equilibrio termodinamico.

AG ¢ dado, portanto, em kcal/ mol (ANTONINI e BRUNONI, 1971).
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Ja a energia livre, proposta por Gibbs, segue a equagao:
AG =AH—-T.AS (8)

onde AH ¢ a variagdo da entalpia (energia total do sistema de ligacdo Hb-O,
liberada) e AS, a variacdo da entropia (energia dos sistema Hb-O, ndo dissipada)
(ANTONINI e BRUNONI, 1971). No caso de reacdes gasosas os valores de AH obtidos
pela mudanca de pressdo com a temperatura incluem o aquecimento do gas em solucao (o
qual o oxigénio, em temperatura proxima a 20°C tem AH em aproximadamente — 3
kcal/mol).

A determinacdo da mudanga de entalpia ¢ dada pela equagdo de Van't Hoff
(equacdo 9), a qual ¢ amplamente utilizada para Hb. Esta equagdo implica que o valor de
AH seja o mesmo para todos os hemes da molécula (ANTONINI e BRUNONI, 1971).

ﬂr..ll] I{- o .&I.Lre (9)
d RT?

A entalpia varia de acordo com o efeito Bohr, entretanto o calor ‘intrinsico’ de
oxigenac¢do da Hb de mamiferos esta entre -13,5 a -14,5 kcal/mol, o qual, se corrigido para
uma solucgdo contendo oxigénio, varia entre -10,5 a -11,5 kcal/mol, sendo que em pH 7,0 o
AH da hemoglobina humana ¢ de -9,5 Kcal/mol de oxigénio (ANTONINI e BRUNONI,

1971).
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e) Efeito do CO,
A hemoglobina est4d envolvida no transporte de parte do diéxido de carbono (CO5)
dos tecidos periféricos para os pulmdes através de dois mecanismos:
e Efeito Bohr: quando a oxihemoglobina perde o oxigénio e se liga aos ions
H' presentes no meio.Em decorréncia disso ha o aumento do transporte de
CO,, na forma de ions bicarbonato, devido ao deslocamento do equilibrio de

ionizac¢do do acido carbonico, conforme as equacdes a seguir:

HbO, + H® < HbH + 0, (10)

COZ+H20 HH2C03 HH++HC03_

Anidrase

carbonica

e Formagdo de compostos carbamino: ocorre diretamente entre o CO, e grupos
de aminoacidos ndo protonados (a—oue—) da proteina. Através deste
mecanismo, a constante de ligacdo do CO; na oxi-Hb e desoxi-Hb sdo

distintas.

O transporte de CO, pela hemoglobina ndo ¢ exclusivamente realizado por nenhum
dos mecanismos descritos anteriormente, mas provavelmente por ambos em maior ou
menor extensdo. Além disso, a hemoglobina somente ¢ responsavel por 5% do transporte

desta molécula dos tecidos para os pulmdes (ANTONINI e BRUNONI, 1971).
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1.4. Hemoglobinopatias
As hemoglobinopatias (Hbpatias) hereditarias sao um grupo heterogéneo de doencgas
genéticas causadas por mutacdes que afetam os genes responsaveis pela sintese ou
regulagao das cadeias globinicas; elas constituem hoje o maior grupo de doengas genéticas
mundialmente distribuidas (BUNN e FORGET, 1986; HOFFBRAND et al., 2000;
WILLIAMS et al., 2001) e, genericamente, podem ser classificadas em:
e Alteracdes estruturais, nas quais ocorre a presenca de hemoglobinas
estruturalmente andmalas no interior das hemacias;
e Alteracdes no ritmo de sintese (talassemias), com a supressao parcial ou total
da producao de uma ou mais cadeias globinicas;
e Persisténcia Hereditdria da Hemoglobina Fetal (PHHF), que se caracteriza
pela produgdo persistente de cadeias y durante a vida adulta (BUNN e
FORGET, 1986; DACIE e LEWIS, 1995; HOFFBRAND et al., 2000;
STEINBERG et al., 2001; WEATHERALL e CLEGG, 2001; WILLIAMS et
al., 2001).
A natureza das alteragdes que afetam os genes de globinas ¢ bastante diversificada
e inclui mutagdes em regides codificantes, com conseqiiente substitui¢do de aminoacido na
proteina, mutagdes no cddigo de terminacao, causando a formacao de cadeias alongadas e
com menor ritmo de sintese, mutagdes nos introns resultando na producdao de cadeias
truncadas ou de RNAs mensageiros instaveis, na regiado promotora, com perda ou ativacao
da expressao génica e delecdes com perda parcial ou total de um ou mais genes no
complexo (BUNN e FORGET, 1986; HOFFBRAND et al., 2000; STEINBERG et al.,

2001; WEATHERALL e CLEGG, 2001; WILLIAMS et al., 2001).
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As Hbpatias estruturais sdao, geralmente, causadas por mutacdes de ponto, ou
pequenas insercoes ou delegdes de bases, afetando a regido codificadora do gene e
causando a substituicio de aminoacidos na cadeia protéica’. As mais importantes em
termos de prevaléncia na populacdo e gravidade da doenca sdao a Hb S (az3; Glu—Val) e a
Hb C (a2 Glu—Lys) (BUNN e FORGET, 1986; HOFFBRAND et al., 2000; WILLIAMS
etal., 2001).

Atualmente, existem mais de 1000 variantes estruturais descritas'. Uma boa parte
delas nao estd associada a manifestacoes clinicas ou alteragdes hematoldgicas importantes,
mas algumas mutagdes levam a alteragdes na solubilidade da Hb, na estabilidade estrutural
da molécula ou na afinidade pelo oxigénio. Elas podem causar redugdo da sobrevida média
das hemadcias em circulagdo, levando a um quadro clinico de anemia hemolitica de grau
variavel, ou, no caso de alteracdes funcionais, levar a policitemia devido a afinidade
elevada da proteina variante pelo oxigénio, ocasionando hipoxia tecidual e conseqiiente
producao compensatoria de hemacias, ou a cianose periférica (sintomatologia caracterizada
por extremidades arroxeadas - pontas de dedos e labios, por exemplo - devido a deficiéncia
de oxigenagdo) em decorréncia da diminuida afinidade da Hb pelo oxigénio (BUNN e
FORGET, 1986; DACIE e LEWIS, 1995; HOFFBRAND et al., 2000; WILLIAMS et al.,
2001).

A maioria das Hbpatias estruturais ¢ detectada por seu comportamento eletroforético
ou cromatografico andmalo, j& que a substituicdo de aminoacidos pode alterar a carga
elétrica da proteina. No entanto, em algumas variantes denominadas “silenciosas”, a

substitui¢do por aminoacidos de mesma carga leva a uma migragdao eletroforética ou

"http://globin.cse.psu.edu
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eluicdo cromatografica semelhante a da Hb A (BUNN e FORGET, 1986; DACIE e
LEWIS, 1995). De fato, a completa caracterizacdo de uma Hb andmala demanda técnicas
complementares, como a focalizagdo isoelétrica, a separacao das cadeias globinicas, provas
de solubilidade, estabilidade e funcionais, além de analises moleculares para identificagao
da mutagao responsavel pela variante (BUNN e FORGET, 1986; DACIE e LEWIS, 1995;
HOFFBRAND et al., 2000; WILLIAMS et al., 2001).

Sob o ponto de vista funcional, a prova mais importante ¢ a determinacao da curva
de dissociagdo do O,, que expressa a relagdo entre a pressdo parcial de O, (pO,) e a
saturacao dos sitios ligantes da Hb com o O,. A afinidade da Hb pelo oxigénio pode ser
expressa pelo termo Psy a pressdo parcial de O, necessaria para saturar 50% dos sitios da
Hb. Quanto maior a afinidade da Hb pelo oxigénio, menor o Psje vice versa (ANTONINI e
BRUNONI, 1971; BUNN e FORGET, 1986; DACIE e LEWIS, 1995). Além de p50, outro
parametro calculado a partir da curva de dissociagdo do O, € o coeficiente de Hill (n), cujo
valor maior que 1 indica cooperatividade entre os sitios de ligagdo Hb-O,. Diminui¢des nos
valores de n estdo geralmente associados a alteracdes estruturais da hemoglobina, como
ocorre por exemplo com a Hb Coimbra (99 Asp— Glu) e Hb Nantes (34 Val— Leu),
cujos valores de n indicam a diminui¢do de cooperatividade heme-heme (ANTONINI e
BRUNONI, 1971; TAMAGNINI et al., 1991; WAJCMAN et al., 2003). (ANTONINI e
BRUNONI, 1971; BUNN e FORGET, 1986; TAMAGNINI et al., 1991; DACIE e LEWIS,

1995; BARD et al., 1998; HOFFBRAND et al., 2000; WILLIAMS et al., 2001).
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JUSTIFICATIVA



A caracterizagdo funcional das variantes estruturais da hemoglobina faz parte da sua
identificacdo no nivel protéico - molecular. Contribui para uma melhor compreensido da
fisiopatologia das anemias, policitemias e cianoses, para seu diagnostico, € para o
estabelecimento da relagdo entre a estrutura e a fun¢do das hemoglobinas. O estudo de
dinamica molecular (MD - Molecular Dynamics), por se tratar de uma técnica que analisa a
relacdo inter-atdmica dos 4&tomos componentes de uma estrutura molecular tem importante
papel na complementacdo de estudos funcionais da hemoglobina. Isso porque permite
compreender quais interagcdes atdmicas sdo subtraidas ou acrescentadas a proteina quando
ha a substituicdo de um aminoacido. Deste modo a MD auxilia na interpretacdo dos
resultados de afinidade ao oxigénio e cooperacdo entre as cadeias globinicas, obtidos

experimentalmente, através das curvas de dissociagdo Hb-O,.
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OBJETIVO



O presente trabalho teve como objetivo principal caracterizar o comportamento
funcional de algumas variantes da hemoglobina humana, novas ou raras nas proporg¢des
encontradas in vivo, detectadas no Laboratorio de Hemoglobinopatias do Departamento de
Patologia Clinica da FCM/UNICAMP (DUARTE et al., 2003; GRIGNOLI et al., 2002;
GONCALVES et al., 1994; WENNING et al., 1999; WENNING et al., 2000; COSTA et
al., 2002; KIMURA et al.,, 2002; FATTORI et al., 2006; SONATI et al., 2006;
WEINSTEIN et al., 2006; KIMURA et al., 2008). Adicionalmente, e para duas variantes
estudadas (Hb Caruaru (B122 Fen—Ser) e Hb S-Sao Paulo(B6 Glu—Val ; B65 Lys—>Glu))
objetivou-se esclarecer o comportamento funcional apresentado por ambas através da

Dinamica Molecular (MD).
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MATERIAIS E METODOS



4.1. Variantes da hemoglobina humana
As variantes da hemoglobina humana, caracterizadas sob o ponto de vista funcional

estdo sumarizadas na Tabela 1:

Tabela 1. Dados analiticos ¢ clinicos das variantes de hemoglobina estudadas.

Caracteristicas na eletroforese de | Percentagem das Sintomatologia
Hemoglobina Hb, HPLC e na eletroforese Hbs no hemolisado Clinica
Andmala acidica de cadeias total do sangue
periférico*
Variantes NOVAS
Variantes de cadeia alfa
Hb Boa Esperanca Eletroforese alcalina: banda | HbBoaEsp =24,8% Assintomatico
(al6 Lys—Thr) andmala mais rapida que a Hb A; Hb A, =2,1%
HPLC: eluigdo na janela de P3; Hb F=0,5%
Eletroforese acida: normal;
Eletroforese de cadeias: cadeia o
andmala, mais lenta que a normal,
RP-HPLC: separagdo da cadeia
andmala (12.55%- o P02 Fperanee)
Hb Itapira Eletroforese alcalina: banda| Hb Itapira=5,5% Assintomatico
(030 Glu—Val) andmala mais lenta que a Hb A; Hb A, =0,7%
HPLC: eluigdo na janela de HbD; Hb F=>1%
Eletroforese acida: normal;
Eletroforese de cadeias: cadeia o
anomala, mais lenta que a normal
Hb Bom Jesus da Lapa | Eletroforese alcalina: banda Hb Bom Jesus da Assintomatico
(030 Glu—Ala) anomala mais lenta que a HbA (na Lapa =24,8%
posicao de HbS); (concomitante a
HPLC: eluicdo conjuntamente a HbA,)
HbA,; HbA, =3,4%
Eletroforese acida: normal; (dosagem manual)
Eletroforese de cadeias: normal Hb F=0,6%
Variantes de cadeia beta
Hb Olinda Eletroforese alcalina: banda | Hb Olinda=10,5% | Anemia hemolitica
[B22 (b4) -25 (b7)] anomala na mesma posigao de HbS; (concomitante a
HPLC: elui¢do conjunta & HbA,, HbA))
Eletroforese 4acida: normal; HbA, =3,0%
Eletroforese de cadeias: normal, (dosagem manual)
Focalizagdo isoelétrica: migracdo Hb F=1,0%
fragmentada em dois pontos
isoelétricos- pH 7,58 (3,0%) e pH
7,34 (3,3%);
RP-HPLC: normal
Hb Caruaru Instavel; Hb Caruaru = % Nao | Anemia hemolitica
(B122 Phe—»Ser) Eletroforese alcalina: padrio determinada
eletroforético indistingiiivel do HbA,=4,1%
adulto normal; Hb F=15,0%
HPLC: normal;
Eletroforese acida: normal;
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Eletroforese de cadeias: normal;
Focalizagao isoelétrica: separagdo
da fragdo normal, com pH 6,8
(25%)

RP-HPLC: separagdo da cadeia
andmala (8,78%- B “™*™)

Hb S-Sao Paulo
(B6 Glu—Val ;
B65 Lys—>Glu)

Eletroforese alcalina: banda
andmala mais rapida que a HbA;
Teste de solubilidade (da HbS):
fracamente positivo;

HPLC: elui¢do em janela de HbD;
Eletroforese acida: padréo
semelhante a HbS;

Focalizagdo Isoelétrica: separacdo
da fracdo normal, com pH 6,68
(35,2%);

RP-HPLC: separagdo da cadeia
andmala (11.47%- B 55% Pl

Hb S-Sao Paulo =
29,6%
Hb A, =2,7%
(dosagem manual)
Hb F=12,3%

Anemia hemolitica

Variantes RARAS e suas associacoes

Variantes de cadeia alfa

Hb Iwata
(a87 His— Arg)

Eletroforese alcalina: banda mais
lenta que HbA, e outra mais lenta
que Hb A;

Eletroforese acida: normal;
HPLC: separacdo da
anOmala;

RP-HPLC: normal;
Focalizagdo isoelétrica: separagdo
da fracdo normal, com pH 7,28
(30,9%)

fracdo

Hb Iwata=11,3%
Hb A, =1,1%
Hb F =0,4%

Assintomatica

Hb Sunshine Seth
(094 Asp—His)

Eletroforese alcalina: banda
anomala mais lenta que Hb A;
HPLC: eluigdo na janela de
desconhecida;

Eletroforese acida: banda entre a
posicdo de HbS e HbC;
Eletroforese de cadeias: cadeia o

andmala, mais rapida que a normal

HbSun.Seth=15,6%
Hb A, =3,9%
Hb F=0,7%

Anemia hemolitica

Variantes da cadeia Beta

Hb Deer Lodge
(B2 His— Arg)

Eletroforese alcalina: banda mais
lenta que Hb A;
HPLC: co-cluicao com HbA,.

Hb Deer Lodge =
53,8% (concomitante
a HbA;)

Hb A, =2,45%
(dosagem manual)

Assintomatico

Hb F =0,6%
Hb Deer Lodge + Hb S | Eletroforese alcalina: duas bandas Hb Deer Lodge = | Anemia microcitica
(B2 His— Arg) mais lentas que Hb A; 54,8% (concomitante ¢ hipocromica
+ HPLC: co-eluicdo com HbA,; a HbA,)
(B6 Glu— Val) Eletroforese 4cida: banda na Hb S = 38,1%
posicdo de HbA e HbS; Hb A, =3,2%
RP-HPLC: separagdo das cadeias Hb F=5,1%

andmalas (24.05%- B *,18,19%- B

Deer Lodge )

Hb G-Siriraj

Instavel;

HbG-Siriraj=25,9%

Assintomatica
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(B7 Glu— Lys)

Eletroforese alcalina: banda mais
lenta que a HbA;

HPLC: elui¢do na posi¢do da HbC,;
Eletroforese 4cida: banda na
posicao da HbC;

RP-HPLC: separagdo da cadeia
andmala (12.16%- p51)

Hb A, =5,3%
Hb F=0,7%

Hb G-Siriraj + Hb C
(B7 Glu— Lys)
+

(B6 Glu— Lys)

Instavel (exceto pelo teste de
Corpos de Heinz);
Eletroforese alcalina: banda na

posi¢do de Hb C e outra mais lenta
que Hb A;

HPLC: eluicdo conjunta da Hb
andmala com variante HbC;
Eletroforese 4cida: eluicdo conjunta
das duas variantes como Hb C;
RP-HPLC: separagdo das cadeias
andmalas (10,58%- B5"™; 30.87%-
BX);

Presenca de deformagdes celulares
das hemacias

Hb G-Siriraj + Hb C
=91,5%
(concomitante para
ambas as variantes de
Hb)

Hb A, =5,1%

Hb F=0,5%

Anemia hemolitica

Hb M-Saskatoon
(B63 His—>Tyr)

Instavel;

Eletroforese alcalina: padrao
eletroforético indistingtiivel do
adulto normal;

HPLC: presenga de pequena fragéo
no pico de HbC (produto de
degradacao da Hb instavel?);
Eletroforese acida: normal;
Eletroforese de cadeias: normal;
Focalizacao isoelétrica: formagao
de banda em pH de 6,9

Hb M-Saskatoon =
13,7%
Hb A, =3,1%
Hb F=0,9%

Cianose e anemia
hemolitica

Hb Redondo
(B92 His— Asn)

Instavel;

Eletroforese alcalina: banda
andmala na mesma posi¢ao de
HbC;

HPLC: eluigdo em janela de
desconhecido;

Eletroforese acida: normal;
Eletroforese de cadeias: normal

Hb Redondo = 13%
Hb A, =4,4%
Hb F=8,2%

Anemia hemolitica

Hb Koéln
(B98 Val—> Met)

Instavel,

Eletroforese alcalina:
posicdo da Hb C;
Eletroforese acida: normal;
HPLC: separacdo da
andmala na posi¢ao de Hb C;
RP-HPLC: normal;
Focalizagdo isoelétrica: separagdo
da fracdo normal, com pH 7,53
(9,9%)

banda na

fracdo

Hb Koln = 9,1%
Hb A, =3,7%
HbF=1,3%

Anemia hemolitica

Hb Coimbra
(B99 Asp— Glu)

Eletroforese alcalina: padrdo
eletroforético indistingiiivel do
adulto normal;

HPLC: alargamento na base do pico
correspondente a Hb A;
Eletroforese acida: normal;

Hb Coimbra = % Nio
determinada
Hb A, =3,8%
Hb F =0,8%

Policitemia
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Eletroforese de cadeias: normal;
RP-HPLC: separagdo da cadeia
andmala (21.74%- )

Hb Dhonburi + B® Brevemente instavel; Hb Dhonburi = % Anemia hemolitica
(B126 Val—>Gli) Eletroforese alcalina: normal; Nao determinada
HPLC: normal; Hb A, =7,3%
Eletroforese acida: normal; Hb F=7,9%

RP-HPLC: separagdo d_a cadeia
anomala (36.05%- BDhonburn)

* as hemoglobinas foram quantificadas por HPLC (High Performance Liquid
Chromatography). Ja as dosagens manuais de Hb foram feitas através de eluicdo das
bandas separadas por eletroforese em fita de acetato de celulose e quantificadas por

espectrofotometria, conforme metodologia descrita (DACIE e LEWIS, 2006).

4.2. Purificacao do hemolisado total

Neste estudo foram utilizadas amostras de sangue total, coletadas em tubos
contendo EDTA em concentragao de 8% (frascos de hemograma- Vacuette®).

Para a realizacdo dos estudos funcionais foi necessario obter o hemolisado
purificado (stripped), livre de contaminantes como a membrana celular e os fosfatos
organicos intracelulares (a exemplo de 2,3DPG e ATP) (ANTONINI e BRUNONI, 1971).
Para tanto, as hemadcias foram lavadas com solugdo salina 0,9%, por trés vezes,
centrifugando-se as amostras em cada lavagem, a 1.450 x g por 10 minutos. As amostras
foram entdo hemolisadas com agua destilada e o estroma celular retirado através de
centrifugacao a 30.000 x g.

Por fim as amostras foram purificadas em duas colunas de 2cm de didmetro interno
x 30cm de comprimento contendo resina Sephadex G-25 (Sigma-Aldrich), cujos pHs eram
acertados com solucdo tampdo Hepes (2-[4-(2-Hidroxietil)-1-piperazina] 4cido

etanosulfonico) 50mM (Sigma-Aldrich), sendo uma em pH alcalino (em torno de 8,2), e
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outra em pH 4cido (em torno de 6,0) - para que houvesse a retirada de contaminantes tais
como fosfatos organicos e demais interferentes. Ao final da purificagdo do hemolisado, este
apresentava pH em torno de 7,0 (pH ideal para estabilidade das hemoglobinas) - para
determinagao do coeficiente de extingdo (ANTONINI e BRUNONI, 1971).

As concentragdes de hemoglobina presentes no hemolisado foram mensuradas através
de andlise espectrofotométrica (Espectrofotometro DU-7, Beckman), em comprimento de
onda de 541nm (no qual a absorbancia de 13,8 corresponde a concentragdo de ImM/heme -
conforme coeficiente de extingdo da oxiHb, em pH 7,0 a 20°C), para que, enfim, através de
dilui¢do da solugdo “estoque” pudessem ser preparadas as solugdes de analise contendo a

hemolisado  stripped, em concentragdo molar final da solugdo em 70uM/heme

(17,5uM/Hb) (ANTONINI e BRUNONI, 1971).

4. 3. Experimentos de dissocia¢do de oxigénio
Os experimentos de dissociacdo de oxigénio foram realizados com solugdes cujos
pHs variaram de 6,5 a 8,5 (acertados com tampdo Hepes 50mM). Para os estudos
funcionais na presenca de fosfatos organicos, acrescentou-se a solucdo de trabalho o
Inositol-hexafosfato (IHP) (Sigma-Aldrich), em concentracdo final de ImM; este apresenta
propriedades fisico-quimicas similares ao 2,3DPG, ocupa o mesmo sitio ativo desta
molécula, porém apresenta a vantagem de se ligar com maior afinidade a Hb do que o
23DGP e confere maior estabilidade estrutural as hemoglobinas (ANTONINI e
BRUNONI, 1971).
Apoés a realizacdo desses procedimentos preparatdrios, foi realizado o estudo

funcional propriamente dito com as variantes da hemoglobina, transferindo-se a solugdo
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preparada para um tonometro (vidraria especifica de boro silicato empregada no estudo de
equilibrio da Hb, composta por cubeta (para leitura Optica), corpo e torneira), conforme
demonstrado na Figura 14 (ANTONINI e BRUNONI, 1971; DACIE e LEWIS, 1995).

— ]
torneira

(6)-

> corpo

} cubeta

Figura 14. Tonometro de boro silicato.

Espectrofotometricamente, avaliou-se o estado oxigenado do hemolisado stripped
nos seguintes comprimentos de onda (Figura 16):

e 541 e 576nm - correspondem aos picos de oxi-Hb;

e 560nm - referente ao pico de desoxi-Hb (que deve ser consideramente menor que os
anteriores quando no estado de oxi-Hb);

e 569nm - corresponde a um ponto isosbéstico da Hb (cujas absorbancias tanto na
forma desoxi quanto na sua forma oxi-Hb sdo as mesmas, ou apresentam valores
muito proximos);

e 630 e 690nm — referentes a meta-Hb. Esta leitura somente ¢ efetuada para as
amostras em oxi-Hb inicial e final, uma vez que somente verifica se houve

deslocamento grafico em decorréncia da formacao de meta-Hb.
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Em seguida, obteve-se a desoxi-Hb insuflando-se o géis nitrogénio, um gas de
arraste que remove o oxigénio residual, com auxilio de agulhas acopladas a este como
escape dos gases.

As solugdes foram, entdo, levadas ao banho agitador de tondmetros, sob
temperatura controlada de 25,0°C, para homogeneizagao e estabilizagdo em banho agitador

de tonometros (Figura 15), durante 10 minutos.

Figura 15. Banho agitador de Tondmetros utilizado para equilibrio do hemolisado stripped

expostos a adi¢des de ar.

Em seguida, além das referidas leituras espectrofotométricas citadas anteriormente,
para garantir a efetiva desoxigenacdo da proteina, o seguinte calculo era efetuado, de
acordo com Benesch:

1,20< Abs 555 < 1,24

Considerava-se satisfatoria a solucao cujos valores se aproximassem de 1,24.
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Repetidas adi¢des de volumes conhecidos de ar foram feitas aos tondmetros, com
auxilio de seringa de vidro, levando-os para sucessivas homogeneiza¢des no banho a 25°C
por 10 minutos. Apos cada adicdo de ar e conseqiiente homogeneizagdo e estabilizagdo da
solugdo na temperatura descrita, as solugdes eram submetidas as leituras
espectrofotométricas, nos comprimentos de onda anteriormente citados (Figura 17). Foram
efetuadas, em média, seis (6) adi¢des de ar, seguidas por 10 minutos de homogeneizagdo na
referida temperatura, para cada amostra.

Deste modo, a hemoglobina em seu estado desoxigenado apresentava aumento da
absorbancia em 560nm e diminui¢do dos picos de 541nm e 576nm. Conforme as adigdes de
ar, havia diminui¢do do pico de 560 nm e gradativo aumento dos picos de 541nm e 576nm,
até a obtencdo da saturacdo em torno de 80%. Em seguida o sistema era aberto para

obtencao da forma oxigenada final (100% oxigenada).

Abs

630 690 4

A (nm) A -

569- Ponto Isosbéstico

Abs
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Figura 16. Absorcdo optica da oxi-Hb (em azul); desoxi-Hb (em vermelho) e estados
intermediarios obtidos com seqlientes adi¢cdes de ar, até oxigenacao total. Grafico em verde

corresponde a estimativa para p50.

Estes procedimentos foram realizados com e sem adi¢gdo de IHP, em pHs que
variaram entre 6,5 e 8,0, para cada hemolisado analisado.

Além disso, ¢ preciso ressaltar que nos experimentos realizados nao houve adi¢ao
de cloreto de sodio (NaCl), o qual influencia na cooperatividade das cadeias globinicas.
Deste modo, houve a uma diminui¢ao dos valores dos coeficientes de Hill (n), para todos os

resultados (proteina nativa e variantes da Hb) (ANTONINI e BRUNONI, 1971).

4.4. Calculos e construcgio dos graficos de Hill
Os resultados espectrofotométricos foram entdo utilizados para obtencdo do grafico
de Hill, no qual considerou-se o seguinte calculo para obtencao de Y:
Y = (Absx- Absp) / (Abso - Absp)
Sendo que:
e Absy= absorbancias nos comprimentos de onda de 541, 576 e 560nm em cada
uma das adi¢des de ar.
e Abs,= absorbancia nos comprimentos de onda de 541, 576 e 560nm, na
desoxi-Hb;
e Abso= absorbancia na oxi-Hb inicial.

Deste modo tem-se, em cada uma das adi¢des de ar, que:
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[(AbSS41X - FCX) — (AbSS41des0xi - FCdesoxi)]
[(AbSS60x - FCX) — (AbS560desoxi - FCdesoxi)] +
[(AbSS76x - FCX) — (AbS576desoxi - FCdesoxi)]

[(Abss4ioxi - Abse90oxi) — (Abssa1desoxi - FCesoxi)]
[(Abss600xi - Abse90oxi) — (Abss60desoxi - FCdesoxi)] +
[(AbS576oxi - AbS690oxi) — (AbS576desoxi - FCdesoxi)]

O FCx ¢ um fator de correcdo para cada uma das adi¢des de ar € 0 FCdesoxi € um fator

de correcao para forma desoxigenada da hemoglobina. Deste modo considera-se que:

FC=ADbS569(adicio de ar ou desoxi-Hb) - ADS569(oxi inicial)

Os valores de pressao de oxigénio (pO,) obtidos em cada uma das adi¢des de ar

foram convertidos a partir dos volumes conhecidos de ar, através da seguinte equagao:

([04] . Ts)
V)
Ta. (PBC - PV — UR)

pO,=
Vr-Vyu

Neste célculo sdo considerados os seguintes parametros:
® [0O;] = Concentracao percentual de oxigénio na atmosfera= 21%;
e TBe TA=Temperatura do banho agitador de tonometros e Temperatura ambiente;
e PBC = Pressao barométrica corrigida;
e PV =Pressdo de vapor de agua;
e UR= Umidade relativa;
e Vi=Volume de ar injetado no tonometro;
e VA= Volume de amostra;

e VT = Volume do tonometro.
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O volume dos tondmetros utilizados eram de:- 253,98 mL

- 248,04 mL
- 264,66 mL
- 236,44 mL
-263,30 mL
Todos estes dados foram calculados por meio de programa computacional
desenvolvido pelo Prof. Dr. Gustavo O. Bonilla Rodriguez, do Departamento de Quimica e
Ciéncia Ambientais- IBILCE- UNESP- Sao José do Rio Preto, e gentilmente cedido ao

nosso laboratorio (Figura 17) (BONILLA-RODRIGUEZ et al., 1994):

A B C D E F G H | el K L

1 versdo 1.2 de 12/8/04

2 569 630 650 FC ar (mL) ST ar (mL)

3 OXINICIAL 0,000

4 DESOXI 0,000

5 la 0,000 0

6 a 0,000 0

7 |a 0,000 0

8 |a 0,000 0

9 |a 0,000 0
0,000 0
0,000 0
0,000 0
0,000 0
0,000 0
o.000 [

DADOS AUTOMATICANENTE CORRIGIDOS ABAIKO (NAO DIGTAR NESSA AREA)
0,000 0p02 logp02 __Iog(S) Y

COPIAR AS 2 COLUNAS

CME I VNIV
" wove " wovie 7 s " aov
" wove " wovie 7 s " aov
" wovo " wovie 7 s aov
" wove " wovie T s aov
" wove " wovie T s aov
" wove " wovie T s aov
" wove " wovie T s aov
" wove " owovie T s sovr
" wove T wovie T s T sovr

© Gustavo O Bonilla Rodriguez
Depto. De Quimica e Ciéncias Ambientais
IBILCE-UNESP, S&o José do Rio Preto SP
http://www qca ibilce unesp br/

Figura 17. Programa para calculo de pO,

Os graficos de dissociacdo de oxigénio foram entdo obtidos na forma logaritmica, a
partir de log (Y/ 1-Y) x log pO,, considerando os parametros previamente citados
(conforme Figura 9). Obtinha-se, por conseguinte, o valor de p50 e de cooperatividade.

Por fim, o efeito Bohr foi determinado a partir dos valores de p50 encontrados em

cada pH analisado.
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Os graficos de Efeito Bohr e de variacdo do Coeficiente de cooperatividade de

ligacdo Hb-O, foram efetuados por meio do programa OriginPro 7.5.

4.5. Dinamica Molecular

A dindmica molecular ¢ uma técnica de analise computacional de moléculas, através
da qual ¢ possivel avaliar as interagdes entre atomos, por exemplo, em uma proteina, e
assim, fazer aprofundados estudos estruturais e de ligagdo, por conta da andlise das
interagdes interatdmicas. Através desta metodologia ¢ possivel visualizar a conformacao
espacial de proteinas como a hemoglobina (e suas variantes), auxiliando na interpretacdo do
mecanismo de ligacdo entre variantes desta proteina e oxigénio. (ALDER e
WAINWRIGHT, 1959; MCCAMMON et al, 1977, MOUAWAD et al, 2002;
LABERGEAND e YONETANI, 2008; YONETANI e LABERGE, 2008).

Esta técnica foi aplicada somente em algumas das variantes estudadas do ponto vista
funcional, as quais sabidamente conferem alteracdes no quadro clinico dos seus portadores,
bem como apresentassem funcdo alterada. Além disso, foram selecionadas aquelas
variantes cuja andlise prévia de visualizacdo computacional da estrutura nativa ndo
indicasse necessidade de muito tempo para simulagdo (de verificagdo das interacdes inter-
atdmicas promovidas pelo residuo susbtituido) devido ao posicionamento e interagdes do
residuo alterado — os quais ndo sugerissem imediata correlagdo entre a substitui¢do e as
alteracdes funcionais. Portanto, a prioridade foi dada as variantes novas da hemoglobina,
para as quais ndo havia dados estruturais descritos na literatura. Deste modo, foi feita a MD

das Hb Caruaru (122 Phe—Ser) e Hb S-Sdo Paulo (6 Glu—Val ; 65 Lys—Glu),

80



promovendo as referidas substitui¢des de residuos, e observando, em func¢ao do tempo, as
novas interagdes atdmicas decorrentes destas trocas.

Neste estudo utilizamos o programa computacional VMD (Visual Molecular
Dynamics) para visualizagdo e calculos basicos de dimensionamento estrutural. Os dados
de parametrizagdo de campos de forcas inter-atdmicas e de topotologia (estrutura espacial
dos atomos da proteina) foram obtidos através do programa CHARMM (Chemistry at
Harvard Molecular Mechanics). Ja as simulag¢des das estruturas mutantes foram realizadas
no programa NAMD (Nanoscale Molecular Dynamics) a partir de estrutura nativa (na
forma R) depositada no Protein Data Bank’® (estrutura 1GZX - referente a oxi-Hb).

A caixa de simulacao, de 100A° , continha 30.000 moléculas de agua, bem como 66
ions cloreto e 62 ions sodio. Os experimentos foram realizados a 25°C, sob pressdo de
latm, com tempo de duragdo de 5ns (Hb S-Sao Paulo) e 2ns (Hb Caruaru), os quais foram
repetidos 5 (cinco) vezes, para verificacdo da reprodutibilidade dos eventos observados, e
feita a média entre os valores encontrados. Em processo preparativo as simulagdes, diversos
procedimentos de relaxacdo do sistema foram efetuados com a estrutura nativa:
inicialmente a proteina foi fixada e somente as dguas externas foram postas a interagao; em
seguida somente os carbonos estruturais (Co) foram fixos e as demais estruturas deixadas
moveis; e por fim toda a estrutura da proteina foi relaxada.

Estas andlises foram realizadas com a colaboragdo do Grupo de Estudos de
Dinamica Molecular coordenado pelo Prof. Dr. Munir Salomao Skaf, do Depto. de Fisico-

Quimica do Instituto de Quimica da Unicamp.

3
www.rcsb.org
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As medidas funcionais obtidas a partir do hemolisado total dos portadores de cada
variante foram comparadas a resultados encontrados com hemolisado total normal
(composto por Hb A;, Hb A, e Hb F — o qual apresenta aproximadamente 95% de Hb A,
2% de Hb A, e menos de 1% de Hb F), conforme constam a seguir:

5.1. Variantes Novas

5.1.1. Variantes de Globina Alfa

a) Hb Boa Esperanca (a16 Lys—Thr)

®  Hb Normal (stripped)

® Hb Normal + IHP

A Hb Boa Esperanga (stripped)
Normal (stripped) 2.8 ¥ Hb Boa Esperanga + IHP
Normal Hb + IHP —— Polynomial Fit
Hb Boa Esperanga (stripped)

d4ponm

2,8

Hb Boa Esperanga + IHP
— Polynomial Fit
24

2,2

0,5 T

log p50
/
»

0,0

Figura 19. Variagdo de cooperatividade da ligagdo

Figura 18. Variacao da afinidade Hb-O, em fung¢do do pH Hb-0, (coeficiente de Hill, ) em fungao do pH —

(Efeito Bohr) - Hb Boa Esperanca Hb Boa Esperanca.
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Tabela 2. Resultados quantitativos de Afinidade, Cooperatividade e Efeito Bohr para a Hb Boa Esperanca.

Hb Boa Esperanca Hb normal
Afinidade — Stripped 0,18 -0,08
1

0g P30 THP 1,40 1,56

(pH 7.4)
Cooperatividade | Stripped 1,43 1,34
Média (n) IHP 2,10 2,20
Efeito Bohr Stripped 0,32 0,24
IHP 0,30 0,41

Resultado A) Hb Boa Esperanga

Composigdo do hemolisado total: Hb Boa Esperanca = 24,8%
Hb A, =72,6%
Hb A, =2,1%
HbF=105%

A Hb Boa Esperanc¢a (a16 Lys—Thr), in vivo, na propor¢cdo de aproximadamente
25% da hemoglobina total, ndo resultou em altera¢des clinicas, uma vez que seu portador ¢
assintomatico (doador de sangue), conforme consta na Tabela 1. Apresentou, entretanto,
consideravel alteracdo funcional in vitro, com menor afinidade pelo oxigénio quando do
hemolisado no estado stripped — Figura 18. O mesmo nao foi observado quando houve a
adicao de IHP — Figura 18: nestas condi¢des, a Hb Boa Esperanca apresentou afinidade
aumentada pelo oxigénio, com ligeira diminuicdo do Efeito Bohr (Tabela 2). J& a
cooperatividade pareceu estar ligeiramente diminuida nos pHs mais acidos, tanto no estado
stripped, quanto com adicdo de IHP (Figura 19), embora a cooperatividade média seja

considerada normal.
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b) Hb Itapira (a30 Glu—Val) e Hb Bom Jesus da Lapa (a30 Glu—Ala)

Hb Normal (stripped)
Hb Normal + IHP

Hb Itapita (stripped)
_— — W Hb ltapira + IHP
Polynomial Fit
Media Straigth Fit

N
benm

log p50

0.9

Figura 20. Variagao da afinidade Hb-O, em fung¢do do pH

(Efeito Bohr) — Hb Itapira

® Hb Normal (stripped)
m Hb Normal + IHP
¥ Hb ltapira (stripped)
A Hb ltapira + IHP

—— Polynomial Fit
24 e A

2,2

2,0

64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86
pH

Figura 21. Variagdo de cooperatividade da
ligagdo Hb-O, (coeficiente de Hill, n) em

fungdo do pH — Hb Itapira.

®  Hb Normal (stripped)
® Normal Hb + IHP
2, A Hb B.Jesus Lapa (stripped)
v HbB.Jesus Lapa + IHP
— —— Media Straight Line
Polynomial Fit
1.9
1.9
o
0
a
=2
9 04
0,0
-0 19 6,5 7,0 75 8,0 8,5 9,0
pH

Figura 22. Variacao da afinidade Hb-O, em fung¢do do pH

(Efeito Bohr) — Hb Bom Jesus da Lapa.

W Hb Normal (stripped)

® Hb Normal + IHP

A Hb Bom Jesus da Lapa (stripped)

W Hb Bom Jesus da Lapa + IHP
24 Polynomial Fit

.
v

2,2 o v

0
6264 6 68 70 72 74 76 78 B0 82 B4 B0
pH

Figura 23. Variagdo de cooperatividade da
ligagdo Hb-O, (coeficiente de Hill, #) em

funcdo do pH- Hb Bom Jesus da Lapa.
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Tabela 3. Resultados quantitativos de Afinidade, Cooperatividade e Efeito Bohr para as Hb Itapira e Hb Bom

Jesus da Lapa.

Hb Itapira | Hb Bom Jesus da Lapa | Hb normal

Afinidade - Stripped 0,01 -0,07 -0,08
logp30 "ryp 1,65 1,40 1,56

(PH 7,4)
Cooperatividade | Stripped 1,51 1,40 1,34
Média (n) IHP 1,94 1,90 2,20
Efeito Bohr Stripped 0,24 0,22 0,24
IHP 0,52 0,52 0,41

Resultado B) Hb Itapira e Hb Bom Jesus da Lapa

Composigdo do hemolisado total: ~ Hb Itapira = 5,5%

(Hb Itapira) Hb A; = 92,8% (valor estimado)
Hb A;=0,7%
Hb F = % ndo quantificada

Composigdo do hemolisado total: ~ Hb Bom Jesus da Lapa = 24,8% (concomitante a (Hb
Bom Jesus da Lapa) HbA;)
Hb A, =71,2%
Hb A, = 3,4% (dosagem manual)
Hb F =0,6%
Os portadores das Hbs Itapira (a30 Glu—Val) e Bom Jesus da Lapa (a30

Glu—Ala) também s3o assintomaticos e apresentam estas variantes nas concentragdes de

5,5% e 24,8% (em concomitancia com a HbA)), respectivamente.
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A pequena percentagem de Hb Itapira se deve, possivelmente, a associa¢do da
muta¢do com a triplicacdo dos genes a. Ou seja, todos os portadores desta variante na
familia estudada possuem 5 genes o (genotipo ao/ocial) € a mutagdo responsavel pela
variante, muito provavelmente, encontra-se no haplétipo triplicado.

A afinidade pelo oxigénio destas variantes, nas propor¢cdes em que foram
encontradas, pode ser considerada normal (Figuras 20 e 22), apesar de uma discreta
alteracdo no efeito Bohr de ambas, na presenca de IHP (Tabela 3), com pequenas mudangas
na afinidade da Hb pelo O, em distintos pHs (Figuras 20 e 22). Ja a cooperatividade heme-
heme mostrou-se, em ambas as variantes, ligeiramente aumentada no estado stripped e
diminuida apds adicdo de IHP (Figuras 21 e 23), sem, no entanto, comprometer a funcao

normal das variantes em sua média final (Tabela 3).
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5.1.2.Variantes de Globina Beta

¢) Hb Olinda [B22 (b4) -25 (b7)]

inda (strippe
®  Hb Normal (stripped) 26 v Sﬁ.ﬁ'ﬁ?ﬁ;(éfp
® Hb Normal + [HP v
A Hb Olinda (stripped) 24 -~ —
it —. v Hb Olinda + IHP ° _—
15 ~ —_ Polynomial Fit <
2,2 . e v

0.0 LN B B S B S S e S
! 62 64 66 68 70 72 74 76 7.8 80 82 84 86
pH

Figura 25. Variagdo de cooperatividade da

ligagdo Hb-O, (coeficiente de Hill, n) em
Figura 24. Variagao da afinidade Hb-O, em fung¢do do pH
funcdo do pH — Hb Olinda.
(Efeito Bohr) — Hb Olinda.

Tabela 4. Resultados quantitativos de Afinidade, Cooperatividade e Efeito Bohr para a Hb Olinda.

Hb Olinda Hb normal

Afinidade - Stripped 0,13 -0,08
logp50 IHP 1,43 1,56

(pH 7.4)
Cooperatividade | Stripped 1,45 1,34
Meédia (n) IHP 2,11 2,20
Efeito Bohr Stripped 0,27 0,24
[HP 0,49 0,41

Resultado C) Hb Olinda

Composigdo do hemolisado total: ~ Hb Olinda = 10,5% (concomitante a HbA;)
Hb A;=855%
Hb A, = 3,0% (dosagem manual)
Hb F=10%
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Esta variante de hemoglobina perdeu quatro aminoacidos (-Glu-Val-Gly-Gly) entre
as posi¢des 23 a 26 da cadeia beta, em decorréncia da delecdo de 12 nucleotideos (-
GAAGTTGGTGGT) no exon I do gene da globina beta, o que lhe conferiu alta
instabilidade, conforme testes de instabilidade demonstrados na Tabela 1 (instabilidade esta
por adicdo de alcoois e reagentes oxidantes, bem como alteracdes na temperatura).

Apesar disso, esta proteina foi passivel de ser estudada do ponto de vista funcional,
demonstrando discreta redu¢do da afinidade pelo oxigénio quando em seu estado stripped e
aumento da afinidade em pHs mais alcalinos quando adicionado IHP (Figura 24), razdo do
pequeno aumento observado no efeito Bohr nesta condi¢ao (Tabela 3).

Interessante notar que a cooperatividade, apesar de normal no estado stripped,
apresentou o seguinte comportamento quando da adicdo do fosfato organico: menor
cooperatividade em pHs mais 4cidos e maior cooperatividade em pHs mais alcalinos

(Figura 25). Na média final, a cooperatividade foi normal (Tabela 3).
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d) Hb Caruaru (122 Phe—Ser)

1,9

Log p50

0,0

[ ]
[ ]
A
v

— Polynomial Fit

® Hb Normal (stripped)
® Hb Normal + IHP
A Hb Caruaru (stripped;

Hb Normal (stripped)
Hb Normal + IHP
Hb Caruaru (stripped)
Hb Caruaru + IHP

24

1.2
19

1.8

0.8
0.6

0,

W Hb Caruaru + IHP
—— Polynomial Fit

k,,

— A—

6,0 6,5 7.0

pH

8,0

8,5

64 66 68 70 7.2 74 7.6 7.8 80 82 84 86
pH

Figura 27. Variacao de cooperatividade da

ligagdo Hb-O, (coeficiente de Hill, n) em

Figura 26. Variagao da afinidade Hb-O, em fung¢do do pH

(Efeito Bohr) — Hb Caruaru.

funcdo do pH — Hb Caruaru.

Tabela 5. Resultados quantitativos de Afinidade, Cooperatividade e Efeito Bohr para a Hb Caruaru.

Hb Caruaru Hb normal
Afinidade — Stripped -0,29 -0,08
logp50 IHP 1,41 1,56
(pH 7,4)
Cooperatividade | Stripped 0,83 1,34
Média (n) IHP 2,10 2,20
Efeito Bohr Stripped 0,29 0,24
[HP 0,44 0,41
Resultado D) Hb Caruaru

Composi¢cdo do hemolisado total:

Hb A, =4,1%
Hb F =35,0%
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A caracterizacdo funcional da Hb Caruaru (B122 Phe—Ser) indicou que esta
variante apresenta uma afinidade pelo O, discretamente aumentada quando no estado
stripped. Este evento, apesar de atenuado quando adicionado o IHP, se manteve,
principalmente nos pHs acima de 7,0 — Figura 26. Em contrapartida, a cooperatividade (n)
foi inexistente sem a adicdo de IHP — Figura 27 e Tabela 5. Ainda seguindo o mesmo
padrao de tendéncia a normalidade observado nos resultados de afinidade pelo oxigénio, a
cooperatividade também pode ser considerada normal quando héd adigao de IHP. Ja a
interacdo com ions presentes no meio (efeito Bohr) desta variante parece estar aumentado

quando do hemolisado stripped (Tabela 5).
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e) Hb S-Sao Paulo (B6 Glu—Val ; B65 Lys—Glu)

Hb Normal (stripped)
Hb Normal + IHP

2,44

log p50

00

4peon

Hb Normal (stripped)
Hb Normal + IHP

Hb S&o Paulo (stripped)
Hb Sao Paulo + IHP
Polynomial Fit

2,24

2,0

9,0

4renm

Hb Sao Paulo (stripp|
Hb Sao Paulo + IHP
—— Polynomial Fit

Figura 28. Variacdo da afinidade Hb-O, em func¢do do pH

(Efeito Bohr) — Hb S-Séo Paulo.

Figura 29. Variacao de cooperatividade da

ligagdo Hb-O, (coeficiente de Hill, #n) em funcao

T T T T T T T T T T T T T
64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88
pH

do pH — Hb S-Sao Paulo.

Tabela 6. Resultados quantitativos de Afinidade, Cooperatividade e Efeito Bohr para a Hb S-Sao Paulo.

Hb S-Sao Paulo Hb normal

Afinidade - Stripped 0,14 -0,08
logp50 IHP 1,49 1,56

(pH 7,4)
Cooperatividade | Stripped 1,46 1,34
Meédia (n) IHP 1,73 2,20
Efeito Bohr Stripped 0,20 0,24
[HP 0,60 0,41

Resultado E) Hb S-Sao Paulo

Composigdo do hemolisado total:

Hb A; =554%
Hb A, = 2,7% (dosagem manual)
HbF=123%
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A Hb S-Sao Paulo proteina ¢ composta por duas substituicdes na mesma cadeia beta
(Glu—>Val na posigdo 6 - referente a HbS, e Lys—=>Glu na 65* posigdo). Combinadas, estas
alteracdes conferem funcdo alterada a proteina, com redugdo da afinidade pelo oxigénio
quando de seu estado stripped (Figura 28).

A discreta diminui¢do do efeito Bohr observada no estado stripped (Tabela 6)
resulta da maior reducdo da afinidade da variante pelo oxigénio em pH 8,5. Entretanto,
quando adicionado IHP, este evento foi mais acentuado (resultando no consideravel
aumento do efeito Bohr), também em decorréncia da influéncia do pH mais alcalino. Neste
caso, no entanto, houve pequeno aumento da afinidade da variante pelo oxigénio somente
nos pHs entre 8,0 e 8,6 (Figura 29).

Por fim, a cooperatividade do hemolisado stripped foi normal. Porém, os valores de
cooperatividade (n) foram diminuidos, na presenca de IHP, tanto no calculo de média de

cooperatividade (Tabela 6), quanto na analise grafica individualizada por pH (Figura 29).
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5.2.Variantes Raras

5.2.1.Variantes de Globina Alfa

f) Hb Iwata (a 87 His— Arg)

log p50

09

4ponm

— Polynomial F

Hb Normal (stripped)
Hb normal + IHP

Hb Iwata (stripped)
Hb Iwata + IHP

t

9,0

Hb Normal (stripped)
Hb Normal + IHP

Hb Iwata (stripped)
Hb Iwata + IHP
— Polynomial Fit

Pame

T T T T T T T T T T T T
62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88

pH

Figura 31. Variacao de cooperatividade da

ligagdo Hb-O, (coeficiente de Hill, #n) em funcao

Figura 30. Variagao da afinidade Hb-O, em fung¢do do pH

(Efeito Bohr) — Hb Iwata.

do pH — Hb Iwata.

Tabela 7. Resultados quantitativos de Afinidade, Cooperatividade e Efeito Bohr para a Hb Iwata.

Hb Iwata Hb normal
Afinidade - Stripped 0,04 -0,08
logp50 [HP 1,55 1,56
(pH 7,4)
Cooperatividade | Stripped 1,73 1,34
Meédia (n) IHP 2,11 2,20
Efeito Bohr Stripped 0,15 0,24
[HP 0,73 0,41
Resultado F) Hb Iwata

Composigdo do hemolisado total:
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Hb A, =872%
HbA;=11%
HbF =04%

A Hb Iwata (o 87 His— Arg) resulta da troca da histidina proximal de uma das
cadeias alfa (heme pocket) por arginina, por conta da mutagdo em apenas em somente um
dos quatro genes alfa. Apesar da reduzida percentagem expressa no portador (11,3%), os
estudos funcionais foram anormais, com significativa redugdo da afinidade pelo O, (na
auséncia de IHP), principalmente nos pHs mais alcalinos (>pH7,75)- Grafico 30.
Consequentemente, houve diminuicdo do efeito Bohr neste estado (Tabela 7). Quando
adicionado IHP, por sua vez, houve pequeno aumento da afinidade justamente nos pHs
mais alcalinos (em torno de 8,5), o que culminou com o efeito Bohr aumentado. Além
disso, o valor de cooperatividade (em estado stripped) foi maior em relacio a HbA,
independentemente das variagdes de pH do meio, com um comportamento linear. A adi¢ao
de IHP, por sua vez, provocou breve da cooperatividade nos pHs mais acidos (pH < 7,5) -

Figura 31 e Tabela 7.
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g) Hb Sunshine Seth (094 Asp—His)

W Hb Normal (stripped)

® Hb Normal + IHP

A Hb Sunshine Seth (stripped)

W Hb Sunshine Seth + IHP
—— Polynomial Fit

0.9

log p50

Figura 32. Variagdo da afinidade Hb-O, em fung¢do do pH

(Efeito Bohr) — Hb Sunshine Seth.

W Hb Normal (stripped)
® Hb Normal + IHP
A Hb Sunshine Seth (stripped)

W Hb Sunshine Seth + IHP
—— Polynomial Fit

64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86

pH

Figura 33. Variacao de cooperatividade da

ligagdo Hb-O, (coeficiente de Hill, #) em

funcdo do pH — Hb Sunshine Seth.

Tabela 8. Resultados quantitativos de Afinidade, Cooperatividade e Efeito Bohr para a Hb Sunshine Seth.

Hb Sunshine Seth Hb normal

Afinidade - Stripped 0,04 -0,08
logp50 IHP 1,39 1,56

(pH 7,4)
Cooperatividade | Stripped 1,11 1,34
Média (n) IHP 2,22 2,20
Efeito Bohr Stripped 0,25 0,24
[HP 0,73 0,41

Resultado G) Hb Sunshine Seth

Composi¢do do hemolisado total:

HbA;=798%
Hb A4, =3,9%
HbF=0,7%
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Consta, na literatura, que a Hb Sunshine Seth (094 Asp—His) tem afinidade
diminuida pelo oxigénio quando isolada da fragdo normal, o que levaria, in vivo, a cianose
(BARD et al., 1998). Entretanto, de nosso conhecimento, nao ha estudos desta variante nas
propor¢des encontradas in vivo, ou mesmo com adi¢ao de THP.

De acordo com os resultados aqui obtidos, a Hb Sunshine Seth (94 Asp—His), nas
proporg¢des encontradas no portador estudado (15,6%), apesar de apresentar afinidade
ligeiramente diminuida pelo oxigénio quando em hemolisado stripped, revelou um certo
aumento de afinidade quando da adicdo de IHP, em relagdo a Hb nativa (Figura 32). O
Efeito Bohr, neste caso, também esteve alterado (Tabela 8), com aumento do seu valor
final. Em contrapartida, a cooperatividade entre as cadeias globinicas apresentou uma

tendéncia a normalidade (Figura 33 / Tabela 8).
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5.2.2.Variantes de Globina Beta

h) Hb Deer Lodge (B2 His— Arg)

B Hb Normal (stripped)
@  Hb Normal + IHP

o4 m )

1.4
1.2
1,0
0.8

log p50

0,9
0,4
0,2
0,9
-0,2

Hb Normal (stripped)
Hb Normal + IHP

Hb Deer Lodge (stripped) 2,2
Hb Deer Lodge + IHP
—— Polynomial Fit

24

A Hb Deer Lodge (stripped)
W Hb Deer Lodge + IHP
° —— Polynomial Fit

Figura 34. Variagao da afinidade Hb-O, em fung¢do do pH

(Efeito Bohr) — Hb Deer Lodge.

5,8 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86

pH

Figura 35. Variacao de cooperatividade da

ligagdo Hb-O, (coeficiente de Hill, n) em

fun¢do do pH- Hb Deer Lodge.

Tabela 9. Resultados quantitativos de Afinidade, Cooperatividade e Efeito Bohr para a Hb Deer Lodge.

Hb Deer Lodge Hb normal

Afinidade - Stripped -0,07 -0,08
logp50 IHP 1,29 1,56

(pH 7,4)
Cooperatividade | Stripped 1,31 1,34
Meédia (n) IHP 1,69 2,20
Efeito Bohr Stripped 0,12 0,24
[HP 0,32 0,41

Resultado H) Hb Deer Lodge

Composigdo do hemolisado total:

Hb Deer Lodge = 53,8% (concomitante a HbA;)

Hb A; = 45,6% (valor estimado)
Hb A, = 2,45% (dosagem manual)
Hb F =0,6%
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A substitui¢do de aminoacido na Hb Deer Lodge (32 His— Arg) ocorre no sitio de
ligacdo com 2,3 Difosfoglicerato (2,3DPG), o que ocasiona, do ponto de vista funcional,
aumento da afinidade pelo oxigénio, diminui¢do da cooperatividade e ligeiro aumento do
Efeito Bohr (BONAVENTURA et al., 1975). Entretanto, na propor¢ao encontrada no
portador estudado (53,8%, em concomitancia 8 HbA,) demonstrou tal aumento na afinidade
somente apos a adicdo de IHP, em pHs entre 6,5 ¢ 7,5 (Figura 34), assim como em pH< 6,5

quando no estado stripped.

Deste modo, verifica-se a importancia de quantificar a concentragdao da variante no
hemolisado final. Isso porque a percentagem da proteina (<100%) também pode ter
resultado numa cooperatividade normal observada no hemolisado stripped. A diminuicao
da cooperatividade heme-heme, deste modo, foi somente notada quando da adicdo de I[HP
(Figura 35 e Tabela 9). Ja o efeito Bohr, diferentemente dos resultados encontrados

anteriormente, esteve diminuido, em ambos os estados (Tabela 9).
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i) Hb Deer Lodge (B2 His—> Arg) + Hb S (B6 Glu— Val)

Hb Normal (stripped)
Hb Normal + IHP

0,9

log p50

0,0

-0.9

rbdonm

HB Deer Lodge + HbS (stripped)
Hb Deer Lodge + HbS + IHP
® Hb Normal + IHP g ° —— Polynomial Fit

B Hb Normal (stripped)

A HoDeer Lodge +HbS (stripped)
¥ HoDeer Lodge +HBS + IHP
—— Polynomial Fit

L e o B e B e e
62 64 66 68 70 7.2 74 76 78 80 82 84 86
pH

6,0

65 7,0 7,5

pH

8,0 8,5
Figura 37. Variagdo de cooperatividade da

ligagdo Hb-O, (coeficiente de Hill, n) em funcdo

Figura 36. Variacdo da afinidade Hb-O, em func¢do do pH

do pH — Hb Deer Lodge + Hb S.

(Efeito Bohr) — Hb Deer Lodge + Hb S.

Tabela 10. Resultados quantitativos de Afinidade, Cooperatividade e Efeito Bohr para a

Hb Deer Lodge + Hb S.

Hb Deer Lodge + Hb S Hb normal

Afinidade - Stripped 0,07 -0,08
logp50 [HP 1,58 1,56

(pH 7,4)
Cooperatividade | Stripped 1,27 1,34
Média (n) IHP 1,44 2,20
Efeito Bohr Stripped 0,32 0,24
[HP 0,42 0,41

Resultado I) Hb Deer Lodge + Hb S

Composigdo do hemolisado total: ~ Hb Deer Lodge = 54,8% (concomitante a HbA;)

Hb S =381%
Hb A;=32%
HbF =51%
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Neste caso ha a associagdo de duas alteragdes: Hb Deer Lodge (2 His— Arg) e Hb
S (B6 Glu— Val). A despeito da curva de dissociacdo ndo demonstrar consideravel
alteracdo quanto a afinidade (Figura 36), célculos do coeficiente de Hill (n) indicaram
diminui¢ao da cooperatividade quando da presenca de IHP (Figura 37). Nota-se, portanto,
que a afinidade global observada foi uma média resultante entre a afinidade proporcionada
pela Hb S (detectada numa concentragdo de 38,1%, a qual, tem p50 igual a Hb nativa) e a
afinidade aumentada proporcionada pela Hb Deer Lodge (54,8%). Da mesma maneira, o

Efeito Bohr foi influenciado positivamente, tendendo a normalidade (Tabela 10).

j) Hb G-Siriraj (B7 Glu— Lys)

Hb Normal (stripped)
Hb Normal + IHP

Hb G-Siriraj (stripped)
Hb G-Siriraj + IHP

L4 —— Polynomial Fit

4reon

Hb Normal (stripped)
Hb Normal + IHP 24
Hb G-Siriraj (stripped)
Hb G-Siriraj + IHP
—— Polynomial Fit

4preoen

log p50

0,5

64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86
pH

Figura 39. Variacdo de cooperatividade da

Figura 38. Variacdo da afinidade Hb-O, em fun¢do do pH  ligagdo Hb-O, (coeficiente de Hill, n) em fungéo

(Efeito Bohr) — Hb G-Siriraj. do pH — Hb G-Siriraj.
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Tabela 11. Resultados quantitativos de Afinidade, Cooperatividade e Efeito Bohr para a Hb G-Siriraj.

Hb G-Siriraj Hb normal

Afinidade — Stripped -0,04 -0,08
logp50 IHP 1,29 1,56

(pH 7,4)
Cooperatividade | Stripped 1,60 1,34
Meédia () IHP 1,96 2,20
Efeito Bohr Stripped 0,23 0,24
IHP 0,53 0,41

Resultado J) Hb G-Siriraj

Composigdo do hemolisado total: ~ Hb G-Siriraj = 25,9%
Hb A, =31,9%
Hb A, =5,3%
HbF=0,7%

A caracterizagao funcional do hemolisado contendo Hb G-Siriraj (7 Glu— Lys) ¢
inédita na literatura. Os experimentos indicaram que esta variante apresenta afinidade
aumentada pelo O, somente quando na presenca de IHP (Figura 38), com aumento do
Efeito Bohr (Tabela 11) e pequena reducdo da cooperatividade (Figura 39). Entretanto, no
estado stripped, a afinidade desta proteina pelo oxigénio ndo foi significativamente
alterada, apesar de se observar uma tendéncia na diminui¢ao deste evento em pHs extremos
(Figura 38). Interessante notar que esta variante, no referido estado, apresentou
cooperatividades bastante discrepantes, de acordo com o pH (Figura 39). Ou seja, em pHs
mais 4acidos comportou-se de modo muito cooperativo (acima dos valores normais
encontrados), o que gradativamente se inverteu com o aumento do pH. Na média final, a
cooperatividade desta proteina em seu estado purificado foi maior em relagio a Hb A

(Tabela 11).
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k) Hb G-Siriraj (7 Glu— Lys) + Hb C (6 Glu— Lys)

m  Hb Normal (stripped)
® Hb Normal + IHP

0,9

Log p50

0,0

¥ Hb G-Siriraj + HbC (strippq
B Hb Normal (stripped) A HbG-Siriraj + HbC + IHP
® Hb Normal + IHP 244 ° —— Polynomial Fit
A HbG-Siriraj +HbC (stripped)
W HbG-Siriraj + HbC + IHP
—— Polynomial Fit 22 °

LNALIASL B S o s S B e S e p e
60 62 64 66 68 70 7,2 74 76 78 80 82 84 86 88
pH

6,0

Figura 41. Variacdo de cooperatividade da

Figura 40. Variagao da afinidade Hb-O, em fung¢do do pH

(Efeito Bohr) — Hb G-Siriraj + Hb C.

ligagdo Hb-O, (coeficiente de Hill, n) em

fungdo do pH — Hb G-Siriraj + Hb C.

Tabela 12. Resultados quantitativos de Afinidade, Cooperatividade e Efeito Bohr para a Hb G-Siriraj + Hb C.

Hb G-Siriraj + Hb C Hb normal

Afinidade - Stripped 0,04 -0,08
logp50 IHP 1,53 1,56

(pH 7,4)
Cooperatividade | Stripped 1,59 1,34
Meédia (n) IHP 1,67 2,20
Efeito Bohr Stripped 0,11 0,24
[HP 0,33 0,41

Resultado K) Hb G-Siriraj + Hb C

Composigdo do hemolisado total: ~ Hb G-Siriraj + Hb C = 91,5%

(concomitante para ambas as variantes de Hb)
Hb A, =5,1%
HbF=05%
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De nosso conhecimento, este € o primeiro caso de associa¢do entre a Hb G-Siriraj
(B7 Glu— Lys) e a Hb C (B6 Glu— Lys). A quantificacdo das cadeias anomalas foi de
10,58% - S5 ¢ 30,87% - B (Tabela 1). Os testes funcionais indicaram alteragdo, mas o
a afinidade pelo oxigénio apresentada foi semelhante a Hb C, que se comporta com
diminuicdo do efeito Bohr quando em estado stripped (Tabela 12) (ANTONINI e
BRUNONI, 1971).

Observou-se que este perfil decorre de uma menor afinidade do hemolisado total
pelo oxigénio quando em pHs mais alcalinos (Figura 40). Uma tendéncia a normalidade foi
observada quando o IHP foi adicionado, tanto em relagdo a afinidade quanto em relagdo ao
efeito Bohr, o que sugere a existéncia de interacdo entre as variantes, que parece ser
positiva do ponto de vista funcional em relagdo aos fosfatos organicos. Em contrapartida,
os valores de cooperatividade (n) desta associacdo, em estado stripped, se mostraram

aumentados e, quando da adi¢ao de IHP, reduzidos (Figura 41; Tabela 12).
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1) Hb M-Saskatoon (63 His — Tyr)

® Hb Normal + IHP

—— Polynomial Fit

W Hb Normal (stripped)

A Hp M-Saskatoon (stripped)
W Hb M-Saskatoon + IHP

6,5 7.0 75

A — []

—

m Hb Normal (stripped)

® Hb Normal + IHP

A Hb M-Saskatoon (stripped)

W Hb M-Saskatoon + IHP
—— Polynomial Fit

—a i
64 66 68 /0 72 74 76 78 80 82 84 86

pH

Figura 43. Variacdo de cooperatividade da

Figura 42. Variacao da afinidade Hb-O, em fung¢do do pH

(Efeito Bohr) — Hb M-Saskatoon.

ligagdo Hb-O, (coeficiente de Hill, n) em funcdo

do pH — Hb M-Saskatoon.

Tabela 13. Resultados quantitativos de Afinidade, Cooperatividade e Efeito Bohr para a Hb M-Saskatoon.

Hb M-Saskatoon Hb normal

Afinidade - Stripped -0,51 -0,08
logp50 [HP 1,35 1,56

(pH 7,4)
Cooperatividade | Stripped 1,26 1,34
Meédia (n) IHP 2,11 2,20
Efeito Bohr Stripped 0,31 0,24
IHP 0,35 0,41

Resultado L) Hb M-Saskatoon

Composigdo do hemolisado total:

HbA;=823%
HbA;=31%
Hb F =0,9%
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A Hb M-Saskatoon (63 His — Tyr) é decorrente da substituicdo da histidina distal
(63) da cadeia beta por tirosina. E uma metahemoglobina (Hb M), pois sofre oxidagdo do
ferro da porgdo heme, de Nox”" para Nox”". Deste modo, fica impossibilitada de exercer,
com eficécia, o transporte de oxigénio, o que, in vivo, resulta em cianose ao seu portador.
Os testes in vitro, porém, demonstraram elevada afinidade pelo O, (Figura 42),
possivelmente devido a dimerizacdo da proteina quando exposta a estas condigoes
(NISHIKURA et al., 1975). Em concordancia com resultados prévios da literatura, a
cooperatividade (Figura 43) e o Efeito Bohr podem ser considerados relativamente normais

(Tabela 13) (NISHIKURA et al., 1975).
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Hb Redondo (92 His— Asn)

0,0

[ ]
[ )
A
v

Hb Normal (stripped)
Hb Normal + IHP

Hb Redondo (stripped)
Hb Redondo + IHP

24

2,2

W Hb Normal (stripped)
® Hb Normal + IHP
A Hb Redondo (stripped)
¥ Hb Redondo + IHP
—— Polynomial Fit

—— Polynomial Fit

24 e

L
“T2 64 66 68 70 7,2 74 76 7.8 80 82 84 86
pH

Figura 45. Variacdo de cooperatividade da

ligacdo Hb-O, (coeficiente de Hill, n) em funcdo

Figura 44. Variagao da afinidade Hb-O, em fung¢do do pH

(Efeito Bohr) — Hb Redondo.

do pH — Hb Redondo.

Tabela 14. Resultados quantitativos de Afinidade, Cooperatividade e Efeito Bohr para a Hb Redondo.

Hb Redondo Hb normal

Afinidade - Stripped -0,08 -0,08
logp50 [HP 1,26 1,56

(pH 7,4)
Cooperatividade | Stripped 1,42 1,34
Meédia (n) IHP 1,95 2,20
Efeito Bohr Stripped 0,33 0,24
[HP 0,42 0,41

Resultado M) Hb Redondo

Composi¢do do hemolisado total:

Hb Redondo = 13%

HbA; =74,4%
Hb A; =4,4%

Hb F =

8,2%
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A Hb Redondo (92 His— Asn), apesar de instavel e da pequena concentragdo de
13%, demonstrou reducao na afinidade pelo oxigénio somente quando o IHP foi adicionado
(Figura 44), o que também refletiu na diminui¢do da cooperatividade (Figura 45).
Entretanto, o efeito Bohr se manteve normal (Tabela 14). Esta variante foi primeiramente
isolada e caracterizada, do ponto de vista funcional, por Wacjman et al., em 1991, os quais
observaram resultados compativeis com aqueles por nos encontrados, mesmo na alta

concentracdo de Hb F (8,2%) presente no hemolisado total.

n) Hb Kéln (B98 Val—> Met)

® Hb Normal (stripped)
® Hb Normal + IHP
A Hb Kdln (stripped)

m  Hb Normal (stripped) 244 v HbKsln + IHP
e Hb Normal + IHP A v —— Polynomial Fit
A Hb Koln (stripped)
15 v Hb Kéln + IHP 221 . .
— Polynomial Fit O

T T T T T T T T T T T T T
0,0 62 64 66 68 70 72 74 76 7.8 80 82 84 86

pH

Figura 47. Variacao de cooperatividade da

ligagdo Hb-O, (coeficiente de Hill, #n) em funcao

Figura 46. Variacao da afinidade Hb-O, em fung¢do do pH

do pH — Hb Kaln.
(Efeito Bohr) — Hb Kéln.

Tabela 15. Resultados quantitativos de Afinidade, Cooperatividade e Efeito Bohr para a Hb Koln.

Hb Kdln Hb normal
Afinidade — Stripped 0,05 -0,08
logp50 IHP 1,44 1,56
(pH 7,4)
Cooperatividade | Stripped 1,38 1,34
Média () IHP 1,73 2,20
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Efeito Bohr Stripped 0,18 0,24
IHP 0,48 0,41

Resultado N) Hb Kéln

Composi¢do do hemolisado total:  Hb Koln = 9,1%
Hb A; =859%
HbA; = 3,7%
Hb F=13%

A Hb Koln (B98 Val—» Met) foi encontrada em portador proveniente do estado do
Ceard, cuja amostra nos foi encaminhada através do HEMOCE (Hemocentro do Ceara).
Este, de nosso conhecimento, ¢ o primeiro caso desta variante na populacdo do Nordeste
brasileiro.

Nossos resultados, com o hemolisado purificado, demonstraram uma pequena
reducdo da afinidade pelo O, (Figura 46), diferentemente dos dados disponiveis na
literatura, que apontavam afinidade aumentada, principalmente quando da adi¢do de IHP
(IMALI et al., 2001). Os valores de cooperatividade, no entanto, foram concordantes, os
quais demonstraram estar bastante alterados (Tabela 15), principalmente apds a adi¢ao de
IHP (Figura 47). Os valores referentes ao Efeito Bohr foram discretamente reduzidos
devido a menor afinidade da proteina pelo ligante O, quando em pH em torno de 8,5, o que
demonstra a influéncia do pH na efetiva ligacdo Hb-O, (Tabela 15). Ha de se ressaltar, no

entanto, a baixa concentracdo da variante no hemolisado aqui estudado, de apenas 9,1%, o

que pode ter influenciado sobremaneiramente os resultados encontrados.

111




0) Hb Coimbra (f99 Asp— Glu)

®  Hb Normal stripped

® Hb Normal stripped 24 ° ® Hb Normal + IHP
ormal strippe 4 " d
® Hb Normal + IHP Hb Co!mbra stripped
. ¥ Hb Coimbra + IHP

A Hb Coimbra stripped 2,2 . o e
W Hb Coimbra + IHP ° ly!

1.9 —— Polynomial Fit 2,

14 .
= (]
- 1,2 u
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log pO2

Figura 49. Variacdo de cooperatividade da
Figura 48. Variagdo da afinidade Hb-O, em fungéo do
ligagdo Hb-O, (coeficiente de Hill, #) em fungao
pH
do pH — Hb Coimbra.
(Efeito Bohr) — Hb Coimbra.

Tabela 16. Resultados quantitativos de Afinidade, Cooperatividade e Efeito Bohr para a Hb Coimbra.

Hb Coimbra Hb normal

Afinidade - Stripped -0,23 -0,08
logp50 IHP 1,00 1,56

(pH 7,4)
Cooperatividade | Stripped 0,87 1,34
Meédia (n) [HP 0,64 2,20
Efeito Bohr Stripped 0,12 0,24
[HP 0,35 0,41

Resultado O) Hb Coimbra

Composigdo do hemolisado total: ~ Hb Coimbra = % Ndo determinada
Hb A; = 3,8%
Hb F =0,8%
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Em acordo com os resultados disponiveis na literatura, a Hb Coimbra (99 Asp—
Glu) apresentou afinidade aumentada pelo oxigénio na presenca e¢ na auséncia de IHP
(Figura 48; Tabela 16). A substituicdo de aminoacido aqui ocorre em posi¢cdo de contato
entre as cadeias alfa e beta (f2a2), o que reduz drasticamente a cooperatividade, de modo a

anuld-la completamente quando o hemolisado estd em seu estado stripped (Figura 49;

Tabela 16).

p) Hb Dhonburi (126 Val— Gly)

B Hb Normal (stripped)
® Hb Normal + IHP
. A Hb Dhonburi (+Btal) - stripped
= Hb Normal (stripped) v Hb Dhonburi (+Btal) + IHP
) ® Hb Normal + IHP 244 . —— Polynomial Fit
’ A Hb Dhonburi (stripped)
v Hb Dhonburi + IHP 221 hd

Polynomial Fit .

T T T T T T T T T T T
62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86
pH

Figura 51. Variacdo de cooperatividade da ligacdo

Figura 50. Variacdo da afinidade Hb-O, em fungdo do pH Hb-O, (coeficiente de Hill, ) em fun¢do do pH —Hb

(Efeito Bohr) — Hb Dhonburi., Dhonburi.
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Tabela 17. Resultados quantitativos de Afinidade, Cooperatividade e Efeito Bohr para a Hb Dhonburi.

Hb Dhonburi (+p*) Hb normal

Afinidade - Stripped 0,01 -0,08
logp50 IHP 1,32 1,56

(pH 7,4)
Cooperatividade | Stripped 1,56 1,34
Média (n) IHP 1,41 2,20
Efeito Bohr Stripped 0,24 0,24
IHP 0,42 0,41

Resultado P) Hb Dhonburi

Composi¢do do hemolisado total: ~ Hb Dhonburi = % Nao determinada
HbA, =7,3%
HbF=79%

E inédita a caracterizagdo funcional do hemolisado contendo Hb Dhonburi (8126
Val— Gly), a qual demonstrou consideravel alteracdo nos parametros de ligagdo ao O,. O
portador estudado apresentava, concomitantemente, heterozigose da talassemia B°, o que
possibilitou o estudo desta variante sem qualquer interferéncia da fragdo normal.

Enquanto esta proteina se comportou com afinidade reduzida pelo oxigénio em seu
estado stripped, de modo ainda mais acentuado em pHs extremos (4cidos e alcalinos),
apresentou maior afinidade pelo O, quando adicionado IHP (Figura 50). Entretanto, o efeito
Bohr calculado ndo demonstrou qualquer alteragao (Tabela 17). A cooperatividade, por sua
vez, apresentou-se consideravelmente diminuida somente quando adicionado IHP, estando
ligeiramente aumentada nos pHs mais alcalinos na auséncia deste co-fator (Figura 51). Ha,
no entanto, de se considerar que a presenga de Hb F, compensatodria a talassemia beta, pode
influenciar no aumento da afinidade da proteina variante pelo oxigénio, principalmente

quando da adicao de IHP. No entanto, ¢ preciso lembrar que o hemolisado total apresentou
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afinidade diminuida no estado stripped, por conta da possivel afinidade diminuida da Hb

Dhonburi.

5.3.Resumo dos Resultados dos Estudos Funcionais

Os resultados dos estudos funcionais estdao sumarizados na Tabela 16:

Tabela 18. Resultados dos Testes Funcionais das Variantes Estudadas. As siglas seguintes
apresentam as defini¢des: 1 = aumentado (a); | = diminuido (a).

Afinidade Cooperatividade Efeito Bohr
Hemoglobina Média (n)
Anbmala
Variantes NOVAS
Hb Boa Esperanga | Stripped: | afinidade Stripped: n normal Stripped: leve 1 Efeito
(16 Lys—Thr) |IHP: 1 afinidade (pH >7,5) IHP: n normal Bohr
IHP: leve | Efeito
Bohr
Hb Itapira Stripped: afinidade normal Stripped: leve 1 n Stripped: Efeito Bohr
(030 Glu—Val) |IHP: afinidade normal IHP: leve | n normal
IHP: 1 Efeito Bohr
Hb Bom Jesus da | Stripped: afinidade normal Stripped: leve 1 n Stripped: Efeito Bohr
Lapa IHP: afinidade normal IHP: leve | n normal
(030 Glu—Ala) IHP: 1 Efeito Bohr
Hb Olinda Stripped: | afinidade Stripped: n normal Stripped: Efeito Bohr

[B22 (b4) -25 (b7)]

[HP: 1 afinidade (pH alcalinos)

IHP: n normal

normal
IHP: breve 1 Efeito
Bohr

Hb Caruaru
(B122 Phe—Ser)

Stripped: 1 afinidade
IHP: 1 afinidade

Stripped: | n (ndo
cooperatividade heme-
heme)

IHP: n normal

Stripped: Efeito Bohr
normal

IHP: Efeito Bohr
normal

Hb S-Sao Paulo
(B6 Glu—Val ; 65

Stripped: | afinidade
IHP: leve 1 afinidade (pH >7.,5)

Stripped: n normal
IHP: | n

Stripped: leve | Efeito
Bohr

Lys—Glu) IHP: 1 Efeito Bohr
Variantes RARAS
Hb Iwata Stripped: | afinidade Stripped: 1 n Stripped: | Efeito Bohr
(a87 His— Arg) |(principalmente em pHs >7,75) | (invariavel com pH) IHP: 1 Efeito Bohr

IHP: breve 1 afinidade (pH
>8,0)

IHP: n normal

Hb Sunshine Seth

Stripped: leve | afinidade

Stripped: n normal

Stripped: Efeito Bohr
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(094 Asp—His) |IHP: leve 1 afinidade IHP: n normal normal
IHP: 1 Efeito Bohr
Hb Deer Lodge | Stripped: normal Stripped: n normal Stripped: | do efeito
(B2 His— Arg) |IHP: 1 afinidade IHP: | n Bohr
IHP: | do efeito Bohr
Hb Deer Lodge + | Stripped: afinidade normal Stripped: n normal Stripped: Efeito Bohr
Hb S IHP: afinidade normal IHP: | n normal
(B2 His— Arg) IHP: Efeito Bohr

+ (B6 Glu— Val)

normal

Hb G-Siriraj
(B7 Glu— Lys)

Stripped: 1 afinidade
IHP: afinidade normal

Stripped: 1 n
IHP: leve | n

Stripped. Efeito Bohr
normal

IHP: Efeito Bohr
normal

Hb G-Siriraj + Hb C
(B7 Glu— Lys)
+

(B6 Glu—> Lis)

Stripped: | afinidade (pH>7,4,
principalmente pH >8,0)
[HP: afinidade normal

Stripped: 1 n
IHP: | n

Stripped: | Efeito Borh
IHP: Efeito Bohr
normal

Hb M-Saskatoon
(B63 His— Tyr)

Stripped: 1 afinidade
IHP: leve 1 afinidade

Stripped: n normal
IHP: n normal

Stripped: leve 1 Efeito
Bohr

IHP: leve | Efeito
Bohr

Hb Redondo Stripped: afinidade normal Stripped: n normal Stripped: Efeito Bohr
(B92 His— Asn) |IHP: | afinidade IHP: leve | n normal
IHP: Efeito Bohr
normal
Hb Kdln Stripped: leve | afinidade Stripped: n normal Stripped: leve | Efeito
(B98 Val—> Met) |IHP: leve 1 da afinidade IHP: | n Bohr
IHP: leve 1 Efeito
Bohr
Hb Coimbra Stripped: consideravel Stripped: Nao Stripped: | efeito Bohr
99 Asp— Glu afinidade cooperativo . .
@ b : ITHP: consideravel 1 afinidade IHPI? Nao cooperativo IHP: leve | efeito Bohr
Hb Dhonburi Stripped: leve | afinidade Stripped: discreta | n | Stripped: normal
(B126 Val— Gly) | (principalmente pHs extremos) |IHP: | n IHP: normal

IHP: 1 afinidade
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5.4. DinaAmica Molecular

A Dinamica Molecular das variantes Hb Caruaru e Hb S-Sdo Paulo no estado
oxigenado, realizadas em caixa de simulagdo de 100A° , nas condi¢cdes de temperatura,

moléculas de dgua e ions supra citadas, resultou nos seguintes dados:

a) Hb Caruaru (122 Phe—Ser)

A substituicdo da fenilalanina por serina na posi¢cdo 122 da cadeia beta, efetuada na
estrutura nativa 1GZX, depositada no Protein Data Bank, promoveu a troca de residuo
volumoso de cadeia lateral hidrofébica por hidrofilica (cujo residuo tem menor volume),
que levou a instabilidade molecular, nas condi¢des supra citadas (Figura 52). Isso porque
ha desvio de ligagao da hidroxila deste residuo dentro da cavidade, por conta da quebra de
provaveis ligagdes de hidrogénio e interagdes eletrostaticas entre BSerl22 e aArg3l,
BValllle BAlalls.

Andlise de solvatacdo ndo demonstrou indicios da entrada de agua em decorréncia
da substituicdo, o que levaria a um colapso da cavidade hidrofébica. A aArg31 parece
apresentar importante papel na interacdo com moléculas de dgua, impedidno a entrada de
tais moléculas na cavidade. Entretanto, para a observacdo de tal evento, maior tempo de
simulagdo serd necessario, de modo a promover a diminui¢do da escala de tempo provavel

para a ocorréncia do evento.
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Estrutura oxi nativa (f122 = fenilalanina)

Figura 52. Resultados iniciais de Dinamica Molecular da Hb Caruaru — surface
view estrutura 1GZX do Protein Data Bank. Regides bésicas estdo representadas em azul,

acidas em vermelho, enquanto regides polares estdo em verde e ndo-polares em branco.
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b) Hb S-Sao Paulo (B6 Glu—Val ; $65 Lys—Glu)

As substituicdes do acido glutamico por valina na posicdo 6 da cadeia beta e da
lisina por acido glutdmico na posi¢ao 65 da mesma globina resultaram no deslocamento da
hélice E da cadeia beta (Figura 53 e 58). Isso porque a interacdo entre a B65Lys (hélice
E), residuo nativo, e f21Asp (hélice B) ¢ perdida quando da substituicdo por B65Glu. Por
conseguinte ha o deslocamento de hélices ¢ movimentagdao da f62His (histidina distal), o
que dificultaria a entrada do ligante oxigénio no heme pocket. Entretanto, seriam
necessarios estudos de dindmica molecular, no qual haja a simulacdo da entrada de

oxigénio no sistema para comprovagao deste processo.

Figura 53. Resultado das substitui¢des (em vermelho) dos residuos nativos (em azul) da
estrutura 1GZX do Protein Data Bank (Hb S-Sao Paulo).
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DISCUSSAO
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Através da visualizacdo das estruturas nativas 2DN1 (oxi-Hb) e 2DN2 (desoxi-Hb)
baixadas do Protein Data Bank foi possivel analisar a importancia dos residuos
substituidos, para melhor compreensdo dos resultados funcionais alterados das
hemoglobinas mutantes. Com excecdo das Hb Caruaru e Hb S-Sao Paulo, para as quais
foram realizados experimentos de dindmica molecular, as demais Figuras foram obtidas

através do programa de visualizagdo Visual Molecular Dynamics — VMD.

6.1.Variantes Novas

6.1.1.Variantes de Globina Alfa

a) Hb Boa Esperanca (a6 (A14) Lys—>Thr)

Alfa 16 desoxi Alfa 16 oxi

Figura 54. Residuo 16 da cadeia alfa - Estrutura nativa (2DN2 e 2DN1).

A Hb Boa Esperanca (al6 (Al4) Lys—Thr) foi detectada em individuo

assintomatico, candidato a doag¢do sanguinea. Entretanto, estudos de ligagdo O,-Hb
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indicaram alteragdo funcional desta variante, que apresentou afinidade diminuida pelo
oxigénio quando em seu estado purificado e comportamento inverso quando adicionado o
fosfato organico.

Através da visualizacdo da hemoglobina normal pelo programa VMD verificou-se
que o aminoacido 16 da cadeia alfa, lisina (um residuo polar bésico), localizado ao final da
hélice A, apresenta interacdes com aminoacidos da porcdo GH da mesma cadeia alfa da
hemoglobina. A interacdo mais importante entre este residuo e a porcao inter-hélice se da
com o acido glutamico 116 (presente na referida hélice GH), através de ponte de
hidrogénio, observada no estado oxigenado da proteina (Figura 54). Com a substituicdo
deste residuo por uma treonina (aminodcido polar neutro) ha, possivelmente, perda desta
interacdo, uma vez que, além de neutro, este residuo tem tamanho menor em relagdo a
lisina, o que possivelmente diminui a interagdo entre os aminodcidos destas hélices
distintas. As conseqiiéncias dessa perda para a estrutura e fungdo da proteina ainda nio sdo
conhecidas. Através destes resultados supde-se que haja maior rigidez estrutural, de forma a
causar uma interferéncia indireta na ligagdo com o oxigénio, devido a alteracdo
conformacional da hélice A, com conseqiiéncias nas demais subunidades.

Assim, ndo somente a ligacdo do ferro do heme pocket com o oxigénio seria
prejudicada, como também haveria, num possivel efeito cascata, alteracdo na interagdo com
fosfato organico - o que resultaria numa falsa afinidade aumentada pelo O, quando
adicionado IHP, conforme observado nos resultados. Este fato também poderia explicar a
cooperatividade diminuida, principalmente quando da adicdo de IHP. Serdo necessarios
estudos de dinamica molecular a partir da estrutura nativa alterada, para se alcancar uma
melhor compreensdo sobre a importancia da interag@o entre os residuos 16 e 116 da cadeia

alfa na func¢ao final da hemoglobina.
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b)Hb Itapira (a30 (B11) Glu—Val) e Hb Bom Jesus da Lapa (a30 Glu—Ala)

Alfa 30 desoxi Alfa 30 oxi

Figura 55. Residuo 30 da cadeia alfa - Estrutura nativa (2DN2 e 2DN1).

A Hb Itapira (a30 (B11) Glu—Val) e Hb Bom Jesus da Lapa (a30 Glu—Ala) sdo
decorrentes de substituicdes do acido glutamico na posi¢ao 30 (11° aminoacido da hélice B)
da cadeia alfa. Seus portadores sdo clinicamente assintomaticos, e os estudos funcionais
destas variantes nas porcentagens encontradas foram normais, a despeito da
cooperatividade entre as globinas ser ligeiramente aumentada no estado stripped e
diminuida com adi¢ao de IHP.

Teoricamente estas variantes deveriam apresentar alguma alteragdo funcional
significativa, pois a posi¢do 30 da cadeia alfa ¢ um ponto de interface alB1, o que poderia
conferir certa instabilidade a molécula (Figura 54). Entretanto, experimentalmente, os testes

foram normais, possivelmente devido as respectivas proporgdes dessas variantes em relagao
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a hemoglobina total nos hemolisados estudados, e a possivel estabilizagdo da interface
alB1 por outros residuos.

O residuo nesta posic¢ao, acido glutdmico, estd em regido com presenca de algumas
moléculas de agua. Entretanto, as interagdes que ocorrem entre este residuo e o aminoacido
da cadeia beta (principalmente a Prolina 124 da hélice H) ndo sao de primordial
importancia, inclusive porque a distancia entre eles ndo representa ser essencialmente
significativa. Nas variantes investigadas, ambos os residuos que substituiram o &cido
glutamico (valina e alanina) sdo neutros. Pela estrutura e caracteristicas quimicas destes
aminoacidos, ndo ha alteragdo extremamente importante a ponto de realmente se observar
alteracdo funcional extrema. H4 de se salientar, no entanto, que a cooperatividade parece
ser de certo modo influenciada por tais substituigoes.

Duas outras variantes com substituicdo do acido glutamico nesta mesma posi¢ao ja
foram descritas: Hb G-Honolulu (Glu—GIn) (BLACKWELL et al., 1972) e Hb O-Padova
(Glu—Lis) (VETTORE et al., 1974), cujos portadores sdo também assintomaticos. A
ultima delas, a Hb O-Padova, também foi caracterizada funcionalmente e, assim como as

variantes Itapira e Bom Jesus da Lapa, apresentou resultados normais.

126



6.1.2.Variantes de Globina Beta

¢) Hb Olinda [B22 (B4) -25 (B7)]

Beta 22-25 Oxi

A

Figura 56. Residuos 22 ao 25 (em evidéncia) da cadeia beta (perdidos) - Estrutura nativa

(2DN1).

A Hb Olinda ¢ uma variante bastante instavel devido a perda de quatro aminoécidos
(-Glu-Val-Gly-Gly) nas posicdes 22 a 25 da cadeia beta, presentes no inicio da hélice B
(Figura 56). Esta proteina se comporta de maneiras distintas quando ha adi¢do de efetor
alostérico (IHP) e na auséncia dele (estado stripped), apresentando discreta diminuicao da
afinidade pelo oxigénio quando de seu estado stripped, e aumento nos pHs mais alcalinos
quando adicionado IHP. A despeito da instabilidade, sua cooperatividade foi normal
quando de seu estado isento de IHP. Ao adicionar esta substancia, a variante apresentou
menor cooperatividade em pHs mais acidos e maior em pHs mais alcalinos. Pouco se pode

discutir, porém, a respeito desta variante, ja que se trata de uma proteina truncada. Assim,
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seriam necessarios estudos estruturais bastante detalhados para maior compreensado da falta
das eventuais intera¢des quimicas formadas pelos residuos subtraidos.

A simples observagdo da estrutura nativa 2DN1 - oxiHb (Figura 56), através do
programa VMD, nos facultou perceber que tais residuos ndo interagem substancialmente
com as demais globinas, e sim com outras hélices desta subunidade, a exemplo do

aminoacido 25 - Glicina, que est4 voltado para a regido onde o heme pocket esta localizado.
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d) Hb Caruaru (122 (GH5) Phe—Ser)

Beta 122 desoxi Beta 122 oxi

Figura 57. Residuo 122 da cadeia beta - Estrutura nativa (2DN2 e 2DN1).

A Hb Caruaru (B122 (GHS) Phe—Ser) ¢ resultado da substitui¢do de fenilalanina
por serina na posi¢ao 122 (inter-hélice GH) da cadeia beta, numa regido de interface alpl.
De acordo com Nagel (2001), alteracdes nesta localidade favorecem o estado R, resultando
em afinidade aumentada pelo O,, conforme observado nos testes funcionais. E preciso, no
entanto, considerar também que o residuo da proteina normal (Figura 57) € apolar e, além
de interagir com aminoécido da cadeia alfa (arginina 31- hélice B), faz intensas interacdes
com muitos outros aminodcidos apolares da propria cadeia beta, formando um importante
bolsao hidrofobico.

Estudos iniciais de Dindmica Molecular (Molecular Dynamics-MD) feitos com esta
variante no estado oxigenado (a partir da estrutura 1GZX depositada no Protein Data
Bank), promovendo-se a substitui¢do da fenilanina por serina neste bolsdo hidrofobico
(Figura 52), indicaram desestabiliza¢do da cadeia, o que pode promover instabilidade do

tetramero, conforme observado nos testes in vitro (Tabela 1).
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Apesar de serem resultados parciais, € possivel se considerar esta regido como um
ponto critico, principalmente quando houver troca da fenilanina por um residuo que nao
seja hidrofobico, como ¢ o caso da serina. Mas ainda ¢ preciso maior tempo de dinamica
molecular para buscar-se compreender se esta variante tem realmente maior estabilidade no
estado R e por isso apresenta afinidade aumentada, ou se ela pode, devido a sua
instabilidade, chegar at¢ mesmo a dimerizar-se, e, em decorréncia do fendmenos de
desistabilizacdo, ter maior afinidade pelo O,, bem como ndo apresentar nenhuma

cooperatividade, conforme observado experimentalmente com a Hb no estado stripped.
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e) Hb S-Sao Paulo (86 (A3) Glu—»Val ; 65 (E9) Lys—>Glu)

Esta variante ¢ composta por duas substituigdes na mesma cadeia beta (Glu—Val na
posicdo 6 - referente a HbS, e Lys—>Glu no 65° residuo). Combinadas, conferem fung¢ao
alterada a proteina, com a diminui¢do da afinidade desta pelo oxigénio quando de seu
estado stripped (Figura 28).

A desoxi-Hb S, em homozigose (SS), promove o evento de falcizagao das hemaécias
em decorréncia de sua capacidade de polimerizagdo. Isso ocorre porque o residuo da
posi¢ao 6 da cadeia beta (acido glutdmico) ¢ polar e tem seu grupamento R voltado a
por¢ao externa da proteina. Com sua substituicdo pelo aminoacido valina, um residuo
apolar, o grupamento R deste aminoacido ¢ também exposto e, devido ao seu carater de
hidrofobicidade, promove a aproximagdo entre os tetrameros na tentativa de buscar um
ambiente livre de ions, ou seja, mais apolar. Deste modo, ocorre a polimerizacdo das
proteinas, provocando a falcizagdo das hemacias (Figura 58). Este evento, no entanto, nao
ocorre de modo significativo quando a Hb S encontra-se em heterozigose (AS), pelo efeito
diluitorio exercido pelas moléculas de Hb A, sempre em maior concentracdo do que a Hb
anomala (ANTONINI e BRUNONI, 1971; HOFFBRAND et al., 2000; STUART e

NAGEL, 2004).

131



HBbS HBS
palymes

/.
.A/
1\

Hbs el

Figura 58. Processo de Polimerizacdo da Hb S — Falciza¢do das hemécias— Vasoclusio

(STUART e NAGEL, 2004).

Além da substitui¢do na posicao 6, a Hb S-Sao Paulo apresenta também a troca de
lisina por acido glutdmico na 65 posi¢cdo da cadeia beta. Estudos iniciais de MD, nos quais
se promoveu a substituicao dos residuos nativos pelos encontrados nessa variante, na forma
oxigenada (a partir da estrutura 1GZX, depositada no Protein Data Bank), indicaram que a
lisina da posi¢do 65 (E9) tem importante papel na estabilidade da ligagdo com O,. Com a
substitui¢do deste residuo polar basico pelo acido glutdmico (polar acido), tem-se a perda
da interagdo entre o aminoacido desta posicdo e o acido aspartico 21 da mesma cadeia
(hélice B- residuo 3). Assim, diferentemente da estrutura nativa, além da perda desta
interacdo hd uma repulsdo entre estes residuos (ambos acidos), o que poderia causar o
deslocamento das hélices da cadeia B. Especial importincia deve ser conferida ao
deslocamento da prépria hélice E, na qual se encontra o residuo substituido, pois nela
também estd a histidina distal (E7), conforme Figura 59. Esta, por sua vez, ¢ responsavel
pela estabilidade do O, no heme pocket. Assim, se deslocada, ndo seria capaz de interagir
com o grupamento heme, inviabilizando, possivelmente, a estabilidade da hemoglobina no

seu estado R- de ligagdo com O,.
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Estrutura oxi nativa (f65 = lisina) Estrutura oxi mutada (365 = acido glutamico)

e conseqiientes alteragdes no heme pocket

Figura 59. Resultados de Dindmica Molecular da Hb S-S3ao Paulo no qual foi feita a

substituicdo dos residuos, ocasionando o deslocamento das hélices da beta globina. Neste
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experimento foram alinhados os hemes antes e apos o estudo de simulagdo, verificando,

assim, a alteragdo de mobilidade da globina.

A consequéncia de tal alteragdo pdde ser observada experimentalmente: a variante
apresentou menor afinidade pelo oxigénio em seu estado stripped. Este evento, no entanto,
foi estabilizado com a adicdo de IHP, fazendo com que a variante apresentasse
propriedades funcionais semelhantes as da proteina nativa, provavelmente devido a
interacdo do IHP com o residuo substituido, estabilizando o deslocamento da hélice E e,
provavelmente, ndo causando alteragdo da posi¢ao da histidina distal; bem como devido a
presenga de cerca 8% de HDbF (que apresenta p5S0 menor quando adicionado efetor
alostérico). Entretanto, um breve aumento da afinidade foi observado nestas condig¢des
quando em pH alcalino (entre 8,0 e 8,6), talvez devido ao excesso de ions negativos. A
maior presenga anidnica deve possivelmente promover maior interagdo com o residuo
substituido, o que levaria a maior abertura do heme pocket e a entrada de oxigénio junto ao
grupamento ferroso. Ainda assim, se faz importante considerar, neste caso, a presenca de
cerca de 8% de HbF a interferir no aumento da afinidade do hemolisado total pelo oxigénio.
Para se verificar se tal interacdo com IHP realmente ocorre serdo necessarios mais
experimentos de MD. Cumpre salientar que esta hipotese € reforcada pelo fato de que a
cooperatividade entre as cadeias globinicas, na presenca de IHP, encontra-se ligeiramente
diminuida.

Uma outra variante descrita com troca de residuo na mesma posi¢ao 65, a Hb J-
Cairo (B65(E9) Lys—Gln), apresenta caracteristicas funcionais semelhantes as da Hb S-Sao
Paulo, ou seja, cooperatividade e afinidade diminuidas (GAREL et. al., 1976), sugerindo

que a posicao 65 tem um papel indireto, mas importante, na ligagdo Hb-O,.
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Dado ao fato de que a substituicdo 65 (Lys—>Glu) promove reducao da afinidade
pelo oxigénio, a Hb S-Sao Paulo, que também ¢ Hb S, pode, no estado desoxi, polimerizar
com maior facilidade, conforme observado nos testes de solubilidade (Tabela 1).

Outra variante descrita que apresenta perfil semelhante ¢ a Hb Jamaica-
Plain (B6(A3) Glu—Val; B68(E12) Leu—Phe) (GEVA et al., 2004). Seu portador, um bebé
do sexo feminino de 19 meses, via de regra assintomatico, sofreu uma crise de falcizacdo e
evento de cianose durante um voo para a Jamaica. Quando tratado, as andlises revelaram
que a dupla alteracdo da Hb, mesmo em heterozigose, foi responsavel pelas manifestacdes
clinicas agudas apresentadas, ja que a alteracdo na posicdo 68 reduzia a afinidade pelo O,

levando a hemoglobina a polimerizar com maior intensidade e rapidez.
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6.2.Variantes Raras

6.2.1.Variantes de Globina Alfa

f) Hb Iwata (87 (F8) His—>Arg)

Alfa 87 desoxi Alfa 87 oxi

Figura 60. Residuo 87 da cadeia alfa - Estrutura nativa (2DN2 e 2DN1).

A Hemoglobina Iwata (087 (F8) His— Arg) € resultado da substitui¢do da histidina
proximal da cadeia alfa por uma arginina. Sua portadora ndo apresenta sintomatologia
clinica, mas os estudos funcionais realizados demonstraram diminui¢ao consideravel do
efeito Bohr do hemolisado total em seu estado purificado. Conforme pode ser visualizado
na Figura 60, que representa a estrutura normal, a histidina 87 (hélice F da cadeia alfa) esté
diretamente ligada ao 4&tomo de ferro do grupamento heme. Este residuo, de caracteristicas
polares bésicas, liga-se ao ferro de maneira a atrair para si a nuvem elétrica no entorno do
ferro. Deste modo, este grupamento torna-se um bom ligante ao oxigénio, pois seus elétrons
serdo atraidos para o ferro (que por sua vez esta ligado a histidina proximal).

A arginina, como a histidina, ¢ também um aminoacido de caracteristicas polares,

mas ¢ muito mais basico. Estes grupos, em pHs mais alcalinos, onde h4a maior concentracao
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de ions OH", serdo protonados, o que possivelmente faca com que o oxigénio do meio nao
se ligue de modo eficiente aos atomos de ferro (uma vez que terd maior interagdo com o
residuo substituido), diminuindo, deste modo, a afinidade pelo oxigénio. Por conseguinte,
ha a diminuicdo do efeito Bohr, conforme foi observado nos experimentos in vitro.

Além de afetar a ligagdo com o oxigénio, tal substituicdo também altera
consideravelmente a cooperatividade. De acordo com os resultados encontrados, a
cooperatividade, na variante stripped, € maior em relacdo a proteina nativa,
independentemente das variagdes de pH do meio, apresentando um comportamento linear.
Isto significa que as subunidades interagem entre si por maior tempo, para a promocao das
mudancas conformacionais TR e vice-versa, comportando-se da mesma maneira em
qualquer pH. Compreendendo-se que a alteragao His—>Arg resulta em maior dificuldade de
ligagdo entre o oxigénio e o grupamento heme, tem-se como consequéncia a necessidade de
maior tempo para interacdo entre as globinas.

Quando o IHP, por sua vez, ¢ adicionado, o efeito inverso ocorre, nos pHs mais
acidos, por conta da ionizagdo da arginina e estabilidade conferida pela estrutura do IHP a
variante.

Esta proteina, na porcentagem de 11,3%, ndo confere sintomatologia clinica a sua
portadora, possivelmente em funcdo das interagdes moleculares que ocorrem in vivo (com
cloretos, sddio, ATP, entre outros) e que nao foram estudadas in vitro; essas interagdes sao

capazes de estabilizar a variante, conforme os experimentos com IHP demonstraram.
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g) Hb Sunshine Seth (094 (G1) Asp—His)

Alfa 94 desoxi

Figura 61. Residuo 94 da cadeia alfa - Estrutura nativa (2DN2).

A Hb Sunshine Seth (94 (G1) Asp—His) foi primeiramente descrita por Schroeder e

colaboradores, em 1979. Sua caracterizacdo funcional, entretanto, s6 foi elucidada em

1998, por Bard et al., que indicaram que a variante teria afinidade diminuida pelo oxigénio.
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Os experimentos, no entanto, foram realizados com a variante isolada da fragdo normal, ndo
havendo relatos de estudos do comportamento desta proteina frente a presenca de IHP.

Em acordo com os achados de Bard et al., nossos resultados, ainda que obtidos do
estudo de hemolisado total com pequena concentragdo da variante (15,6%), demonstraram
afinidade reduzida pelo O,. Quando adicionado o fosfato polianidnico na solugdo de
trabalho, porém, a afinidade da Hb Sunshine Seth pelo ligante aumentou. Isso,
possivelmente, se deve a substituicdo Asp—His, que ocorre em regido de contato o132
(Figura 61), onde o acido aspartico interage mais diretamente com o triptofano 37 (C3)-
residuo polar neutro- e com o acido glutamico 101 (G3)- residuo polar acido, ambos na
cadeia beta. Com a substitui¢do deste residuo pela histidina (polar basico), alteram-se as
interacdes, que, provavelmente, se tornam mais intensas. Assim sendo, tem-se maior
estabilidade da estrutura molecular na conformacgao T, o que explicaria a menor afinidade
da variante pelo oxigénio.

Ja a afinidade aumentada, observada experimentalmente, pode ser em decorréncia
justamente da maior interagdo entre os referidos aminoacidos, que dificultaria a entrada do
IHP em regido proxima, localizada nas cadeias beta. Entretanto, somente estudos de
dinamica molecular desta variante frente aos referidos ligantes (O, e IHP) poderao elucidar

se tais hipoteses explicam seu comportamento funcional.
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6.2.2.Variantes de Globina Beta

h) Hb Deer Lodge (B2(NA2) His—>Arg)

Beta 2 desoxi + 2,3 DPG

Figura 62. Residuo 2 (histidina) da cadeia beta, em interagdo com 2,3DPG - Estrutura

nativa (1B86).

O segundo residuo da cadeia beta (histidina) ndo tem importantes interacdes diretas
com aminoacidos da cadeia mais proxima (outra subunidade beta). No entanto, interage
ativamente com o ligante 2,3 Difosfoglicerato (2,3DPG), e, juntamente com demais
residuos deste entorno, forma um sitio heterotropico nesta regido (Figura 62).

Com a troca deste aminodcido basico por outro com maior propriedade alcalina —
arginina - tem-se uma afinidade aumentada pelo oxigénio. Deste modo, a substituicao
ocorrida de His—>Arg promove alteragdo na densidade de cargas positivas no sitio de
ligacdo. Sua alteracdo funcional ¢ assim decorrente do aumento da frequéncia e extensao de
flutuacdes conformacionais da estrutura desoxi, o que permitiria um aumento da afinidade
pelo O, (BONAVENTURA et al., 1998) e menor afinidade ao 2,3DPG ou ao IHP neste

sitio heterotropico.
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Interessante ¢ observar que na concentragdo em que a variante se encontrava no
hemolisado por nds analisado (de pouco mais que 50%) ndo foi possivel, no estado
stripped, detectar alteragdo funcional significativa, o que foi encontrado por Bonaventura et
al. (1975), com a fracdo andmala isolada. Como a substituicdo se deu no sitio heterotropico
relativo ao 2,3DPG, estas alteragdes de afinidade e a menor cooperatividade entre as
cadeias globinicas foram melhor percebidas, em nossos experimentos, quando adicionado o
fosfato organico, tornando nossos achados similares aos da literatura. Outra alteracdo
significativa detectada, quando adicionado IHP, foi a interferéncia anidnica na ligagdo da
proteina com a molécula de O,. Nos experimentos realizados com HEPES, sem adigdo de
NaCl, verificou-se que a afinidade da variante pelo oxigénio diminuiu conforme o aumento
do pH.

E importante ressaltar que, na concentragdo de cerca de 50%, o portador desta
variante ndo apresenta sintomatologia clinica, o que refor¢a a tendéncia a normalidade
observada nos estudos funcionais com a Hb Deer Lodge em seu estado stripped, sem a

interferéncia de outras moléculas.
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i) Hb Deer Lodge (B2(NA2) His—>Arg) + Hb S (B6 (A3) Glu—Val)

Beta 7 ¢ beta 6 — desoxi

Figura 63. Residuo 2 (histidina) da cadeia betal, em interacdo com 2,3DPG, e residuo 6

(acido glutamico) da cadeia beta 2 - Estrutura nativa (1B86).

Através do estudo funcional foi possivel verificar que a HbS nao interfere
significativamente na afinidade da Hb Deer Lodge pelo O, quando em seu estado stripped —
se comparados aos resultados obtidos com hemolisado contendo Hb Deer Lodge ¢ Hb
normal stripped. Entretanto, se compararmos os resultados funcionais obtidos da Hb Deer
Lodge (discussdo da variante anterior) frente a presenca de hexafosfato e aqueles realizados
com o hemolisado Hb S + Hb Deer Lodge, nas mesmas condigdes, acredita-se na
possibilidade de interagdo entre os tetrameros.

Isso porque a Hb S, que sofre a substituicdo em B6 (Glu—Val), interferiu no Efeito
Bohr e na afinidade aumentada apresentada pela Hb Deer Lodge (cuja substituicdo se da em
B2 His—Arg). Interessante notar que a cooperatividade entre globinas também parece

sofrer interferéncia devido a somagdo da presenca de ambas as variantes, porém de modo
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menos positivo a fungdo das hemoglobinas no hemolisado total. Pois as subunidades sdo
menos cooperativas entre si, conforme resultados de experimentos com IHP. Estas duas
variantes em concomitancia, portanto, demonstraram menor mobilidade estrutural e a
interagcdo entre hemes do hemolisado, sem que a afinidade, no entanto, fosse influenciada
negativamente.

Importante lembrar que o portador dessas variantes ndo apresenta doenca
falciforme. Isto provavelmente porque a maior afinidade pelo oxigénio, conferida pela Hb
Deer Lodge, dificultaria a polimerizagdo promovida pela Hb S (Figura 63), na forma

desoxi.
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j) Hb G-Siriraj (B7 (A4) Glu— Lys)

Beta 7 desoxi Beta 7 oxi

Figura 64. Residuo 7 da cadeia beta - Estrutura nativa (2DN2 e 2DN1).

A Hb G-Siriraj ¢ uma variante que sofreu substituicao de acido glutamico por lisina
na posi¢ao 7 da cadeia beta - 4° residuo da hélice A, em regido voltada a parte externa da
proteina. Clinicamente nao resulta em manifestacdes (BLACKWELL et al.,, 1972),
conforme pode ser observado em sua portadora, que apresentava 25,9% da variante (Tabela
1). Os casos descritos da Hb G-Siriraj sdo provenientes de familias chinesas e tailandesas,
sendo este, de nosso conhecimento, o primeiro em nosso pais. Nao ha também
caracterizacao funcional desta proteina na literatura.

O 4acido glutamico na posi¢ao 7 da cadeia beta interage com a alanina 129 (H7) e
com a lisina 132 (H10) - ambas na hélice H da mesma globina. A interagdo com a alanina ¢
pouco significativa, mas a interacdo com a lisina 132 (residuo de carater polar bésico)
resulta em ligacdo de hidrogénio quando a hemoglobina estd em seu estado oxigenado

(Figura 64). A substitui¢do do acido glutamico (residuo polar acido) por lisina (polar
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basico) promove, possivelmente, uma repulsdo entre a lisina agora na posi¢do 7 e a lisina
na posicao 132, ndo havendo, portanto, a formagdo de tal ligacdo, o que desestabilizaria a
estrutura da molécula.  Isto pode ser observado experimentalmente através da
cooperatividade alterada, tanto no estado stripped, quanto na presenca de THP.

No estado purificado, a Hb G-Siriraj demonstrou efeito cooperativo muito
discrepante da estrutura nativa. Enquanto o pH do meio estava acido, os valores de
cooperatividade foram muito acima do normal, possivelmente em decorréncia de interacao
do ambiente catidonico com o residuo substituido, que ndo mais interagiria com a lisina 132,
levando um tempo maior para interagdo entre as cadeias. Conforme a diminui¢do do pH,
um ambiente anidnico seria criado, facilitando a interagdo entre as lisinas devido a
protonagdo de seus grupamentos amina. Em contrapartida, a afinidade pelo oxigénio, nestes
pHs mais alcalinos, mostrou-se discretamente reduzida.

Quando adicionado IHP, o evento observado foi inverso: houve pequena redugao da
cooperatividade e elevagdo da afinidade. Isso possivelmente se deve a maior dificuldade de
inser¢ao do IHP no sitio heterotropico, dada a carga final da variante. Consequentemente,
os valores de cooperatividade e de afinidade pelo O, foram menores em relagdo a proteina
normal. De acordo com os resultados encontrados, o pH também parece interferir na
afinidade da proteina pelo oxigénio, quando na presenca de IHP: o efeito Bohr aumentado
se deve a maior afinidade da Hb G-Siriraj pelo oxigénio em pHs mais acidos.

Uma outra variante, com substituicdo do acido glutamico por glicina nesta mesma

posicdo (B7), ¢ a Hb G-San Jos¢ (SCHWARTZ e SPAET, 1955); sua presenga, em
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concomitancia & Hb A, ndo resulta em alteragdes funcionais”, possivelmente devido a

neutralidade deste residuo.

k) Hb G-Siriraj (37 (A4) Glu— Lys) + Hb C (86 (A3) Glu—Lys)

Beta 7 desoxi e Beta 6 desoxi

Lis 132

Figura 65. Residuos 7 e 6 da cadeia beta - Estrutura nativa (2DN2).

A associagdao das Hb G-Siriraj (B7 (A4) Glu— Lys) e Hb C (6 (A3) Glu—Lys)
conferiu quadro clinico de anemia hemolitica a sua portadora. Uma das possiveis razdes ¢ a
instabilidade protéica apresentada por essas variantes, conforme os testes de instabilidade
efetuados (Tabela 1). E preciso considerar também que a substitui¢io de aminoacidos na
Hb G-Siriraj, assim como na Hb C, influencia no co-transporte de ions K'/Cl" nos
eritrocitos, promovendo o desbalanceamento de cargas devido & sua interacdo com a
membrana celular. Desta maneira, a membrana se torna mais rigida e mais resistente a

entrada e saida de dgua (OLIVIERI et al., 1992). A soma das duas variantes ¢, portanto,

* http://globin.cse.psu.edu
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responsavel pelas deformagdes celulares observadas nas hemacias analisadas da portadora

(Tabela 1).

As substituicdes sofridas nas posicdes 6 e 7 das cadeias beta sdo as mesmas, de
acido glutdmico (residuo polar &cido) por lisina (polar bésico). Estes residuos apresentam
seus grupamentos laterais voltados para a por¢do externa da hemoglobina, promovendo
pouca intera¢do direta com aminoécidos da proteina (Figura 65), a exce¢do da interagdo

lisina 7 - lisina 132, que parece demonstrar certa relevancia - conforme discutido

anteriormente.

A associacdo destas duas variantes resulta, do ponto de vista funcional, em perfil
semelhante ao da Hb C em sua ligagdo com o oxigénio, onde ha interferéncia significativa
dos pHs alcalinos possivelmente devido a alteragdo da carga final da proteina (ANTONINI
e BRUNONI, 1971). O efeito Bohr da variante no estado stripped, por conseguinte,
mostrou-se diminuido. A cooperatividade, neste estado, também ficou prejudicada
resultando em valores de n acima daqueles enontrados na Hb nativa. Isso se deve,
teoricamente, a interagdo idnica que também foi responsavel pela alteracdo da afinidade.
Quando o fosfato polianionico foi adicionado, no entanto, uma tendéncia a normalidade de
afinidade aos ligantes (tanto IHP quanto o O,) foi observada, possivelmente devido a
estabilidade protéica conferida pelo hexafosfato. Apesar da afinidade normal, a
cooperatividade foi anormal. Os valores encontrados foram muito menores do que os da
proteina nativa, possivelmente devido a interagdo com o inositol. Estudos de MD serdo
importantes para elucidar a relacdo desta substancia com as proteinas mutantes — tanto a Hb

C quanto a Hb G-Siriraj.
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Interessante, no entanto, ressaltar que, enquanto a Hb G-Siriraj demonstrou
afinidade aumentada pelo O, na presenca de IHP comparada & Hb nativa, a associagdo dela
com a Hb C resultou na inversdo deste comportamento, que, apesar disso, ndo causou
modificacdo da cooperatividade. Tal resultado aponta para uma importante influéncia de do

pH do meio na sua ligagdo com o oxigénio.

1) Hb M-Saskatoon (863 (E7) His—»>Tyr)

Beta 63 desoxi

Figura 66. Residuos 7 e 6 da cadeia beta - Estrutura nativa (2DN2 e 2DN1).

A Hb M-Saskatoon (63 His— Tyr) ¢ resultado da substituicao da histidina distal da
cadeia beta (posicdo 63, na hélice E), que, in vivo, gera um quadro de cianose aos seus
portadores por apresentar afinidade diminuida pelo oxigénio (ANTONINI e BRUNONI,
1971).

Estruturalmente, a histidina distal interage com a molécula de oxigénio por meio de
ponte de hidrogénio, que por sua vez esta ligada ao atomo de ferro do grupo seme, quando
da proteina em seu estado R. Ja no estado desoxigenado, este aminoacido fica a uma
distancia consideravel do grupamento, conforme pode ser observado na Figura 66, obtida

através das estruturas 2DN1 e 2DN2 depositadas no Protein Data Bank.
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Com a substitui¢do da histidina (de carater polar basico) pela tirosina (neutra), ha

menor interacdo entre o complexo residuo 63- O,- heme, havendo a possibilidade dos

atomos de ferro sofrerem oxidacdo pelo oxigénio presente no meio, sem que haja o
transporte efetivo destes atomos para os tecidos periféricos, o que geraria o quadro de
cianose. Apesar da formag¢do de meta-Hb durante o processo experimental, o evento de
afinidade diminuida devido a oxidagdo do grupo ferroso ndo foi observada. Em acordo com
os resultados obtidos por Nishikura et al. em 1975, a variante apresentou afinidade
aumentada, talvez pela dimerizacdo do tetrdmero, por conta da alta instabilidade protéica

(Tabela 1).

m) Hb Redondo (f92 (F8) His— Asn)

Beta 92 desoxi

Figura 67. Residuos 92 da cadeia beta - Estrutura nativa (2DN2).
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A Hb Redondo (92 (F8) His— Asn) ¢ consequéncia da substitui¢do de histidina
proximal (Figura 67) por asparagina na cadeia beta, o que confere a proteina afinidade
ligeiramente aumentada pelo oxigénio e uma certa reducdo da cooperatividade
(WAJCMAN et al., 1991). Nossos resultados foram concordantes com aqueles encontrados
anteriormente por Wajcman et al., mas a diminui¢do da cooperatividade somente foi
observada quando adicionado IHP, possivelmente por conta da baixa concentracao desta
variante no hemolisado total (13%).

A asparagina ¢ um residuo polar neutro e devido a menor doagdo de cargas
negativas para o heme leva a uma maior avidez deste pela ligacdo com o oxigénio. Deste
modo, confere a proteina maior afinidade por este ligante. Em contrapartida, como a
ligacdo entre o grupo heme e a cadeia globinica, através do residuo 92, esta enfraquecida, a
proteina apresenta menor estabilidade (HARANO et al., 1991), conforme foi verificado nos
testes laboratoriais (Tabela 1).

Devido a maior afinidade pelo oxigénio e ao enfraquecimento da interface entre a
subunidade globinica e o heme, a cooperatividade entre as cadeias ¢ prejudicada,
apresentando valores menores que os normais (WAJCMAN et al. em 1991).

Comparando-se as Hbs Redondo e Iwata, que sofrem substituicdo da histidina
proximal (a primeira na cadeia B e a segunda na cadeia o), observa-se comportamentos
funcionais opostos. Isso porque enquanto o residuo asparagina, referente a Hb Redondo,
confere maior afinidade a variante, a arginina resulta na afinidade diminuida em pH
alcalino. Deste modo, salienta-se a importancia fundamental de anélise teorica dos residuos
nativos e substituidos, bem como suas possiveis interacdes na estrutura final da

hemoglobina, para que se compreenda melhor o comportamento funcional da variante.
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n) Hb Kéln (B98 (FG5)Val—> Met)

Beta 98 desoxi

Figura 68. Residuos 92 da cadeia beta - Estrutura nativa (2DN2).

A substituicao do residuo valina na posicao 98 (quinto aminodcido da regido inter-
hélice FG) da cadeia beta por metionina, resultando na variante Hb Koéln, foi descrita
primeiramente por Pribilla et al. (1965), com caracterizacdo funcional feita somente em

2001, por Imai e colaboradores, os quais verificaram capacidade de afinidade pelo oxigénio
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aumentada e propriedade de ligacdo normal, quando na presenga de 2,3 DPG, além de

auséncia de cooperatividade.

Embora em nossos experimentos o hemolisado contendo a Hb Koln tenha
apresentado comportamento similar ao descrito acima quando da adi¢do de IHP, os
resultados das andlises com a hemoglobina stripped revelaram uma afinidade discretamente
reduzida pelo oxigénio. Cumpre salientar que Imai et al. ndo testaram o hemolisado
purificado. A metodologia empregada, automatizada - equipamento Hemox-
Analyser™(TCS Scientific, USA), ndo promove a purificagio protéica prévia. Deste modo,
a proteina de interesse esteve susceptivel a interferentes contidos na propria amostra, como
0 2,3DPG, ATP e ions. Um outro dado ¢ que a concentragdo da variante analisada em nosso

laboratério, no hemolisado total, era de apenas 9,1%.

A valina 98 da cadeia beta interage com diversos aminoacidos localizados nesta
porcdo interna da proteina. Destacam-se, principalmente, a asparagina 102 (G4), a
fenilalanina 41 (C7) e o grupamento seme, conforme demonstrado na Figura 68 - obtida no
VMD a partir da estrutura 2DN2 da proteina nativa. Relaciona-se, portanto, com diferentes
hélices da globina, sem mencionar sua interagdo com o grupo heme, o que demonstra que
sua substituicdo pode ser critica para a molécula de hemoglobina.

Apesar da valina e da metionina (relativa a Hb Kd&ln) ndo serem consideradas
residuos polares, o segundo aminodcido apresenta grau de hidropatia maior em relacdo ao
primeiro. Deste modo, ele ¢ responsavel pela desestabilizacdo protéica através de possivel
aproximacgdo de moléculas de dgua nesta regido, o que alteraria a interagdo entre os

residuos e possivelmente com o grupo heme- explicando a cooperatividade diminuida entre
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as globinas. Somente estudos estruturais mais aprofundados, como MD, no entanto,

poderiam explicar as reais interagdes responsaveis pela funcao alterada desta variante.

o) Hb Coimbra (99 (G1) Asp— Glu)

Beta 99 desoxi

Figura 69. Residuos 99 da cadeia beta - Estrutura nativa (2DN2).

O residuo 99 da cadeia beta, acido aspartico, estd localizado em regido interna de

interface o132 (interagindo, principalmente, com a tirosina 42 da cadeia alfa) e parece ter
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importancia significativa na afinidade do tetrAmero pelo oxigénio (Figura 69).
Independentemente do aminoécido substituido nesta mesma posicdo nas variantes Hb
Ypsilanti (399 Asp—Tir), Hb Yakimabeta (B99Asp—His), Hb Kempsey (99 Asp—>Asn),
Hb Hotel-Dieu (B99 Asp—Gli), Hb Radcliffe (99 Asp—Ala), Hb Chemilly ($99
Asp—Val) e Hb Coimbra (f99 Asp—>Glu), o resultado foi sempre o mesmo, de afinidade
aumentada pelo oxigénio, resultando em policitemia aos seus portadores’. A substituicio do
acido aspartico 99 da cadeia beta por acido glutdmico, na Hb Coimbra, entretanto,
teoricamente nao deveria ser tdo critica, uma vez que estrutural e quimicamente estes
residuos sdao semelhantes, diferentemente do que ocorre na Hb Ypsilanti, cuja substituicao ¢
feita pela tirosina - o que resulta em perda de interacdes com as cadeias alfa e possivel
criacdo de um novo estado estrutural da hemoglobina (SMITH et al., 1991). Deste modo,
sugere-se que, assim como a variante Ypsilanti, a Hb Coimbra seja também melhor
estudada do ponto de vista estrutural, para maior elucidagdo das interagdes quimicas que

possam estar levando ao comportamento funcional andmalo.

p) Hb Dhonburi (3126 (H4) Val>Gly)
Beta 126 desoxi Beta 126 oxi

Figura 70. Residuos 126 da cadeia beta - Estrutura nativa (2DN2 e 2DN1).

> http://globin.cse.psu.edu
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O residuo 126, quarto aminoacido da hélice H, parece ter diversas interagdes com
outros aminoacidos da mesma cadeia beta, segundo observagdo da estrutura nativa através
do programa VMD. Importante ressaltar que interage principalmente com a Fenilalanina
122 (cuja substitui¢ao por serina, resulta na Hb Caruaru, discutida anteriormente). Apesar
de estar parcialmente voltada para um bolsdao hidrofébico da globina e ter interagdes
diversas com residuos desta subunidade, parte do aminoadcido também sofre breves
interferéncias de moléculas de agua presentes no meio externo a proteina, conforme
demonstra a Figura 70 (em amarelo na desoxi-Hb e em cinza na oxi-Hb). Supde-se que sua
substitui¢do por glicina (que assim como a valina também ndo ¢ polar) pode levar a maior
interacao com estas moléculas de agua, por conta de seu grau de hidropatia. Deste modo, a
entrada de agua na estrutura tetramérica conferiria 8 Hb Dhonburi a instabilidade observada
(Tabela 1) e a redugcdo na cooperatividade entre os hemes - principalmente quando
adicionado ITHP. Como resultado final, verificou-se a diminui¢ao da afinidade da variante
pelo oxigénio. Em contrapartida, a proteina no estado stripped demonstrou discreto
aumento da cooperatividade (nos pHs alcalinos) e consequente diminuicao da afinidade
pelo oxigénio nos pHs extremos — o que aponta para uma forte influéncia dos ions
presentes no meio. Mais uma vez, estudos estruturais mais aprofundados poderiam melhor

explicar o comportamento funcional desta proteina.
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CONCLUSAO
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Através do presente projeto foi possivel avaliar, complementar e melhor esclarecer o
comportamento funcional de diversas variantes de cadeias alfa e beta da hemoglobina
humana e, deste modo, compreender melhor suas conseqii€ncias clinicas. Verificou-se que
apesar da metodologia artesanal, o estudo funcional da hemoglobina, como descrito por
Rossi-Fanelli e Antonini, em 1958, ainda consiste em importante ferramenta, ndo somente
para a completa caracterizacdo das variantes estruturais, mas também em estudos basicos
da bioquimica da molécula. Isso porque, através das hemoglobinas anormais, ¢ possivel
verificar ou confirmar a importancia de certos residuos e seus posicionamentos na estrutura
nativa, bem como seu papel na fun¢ao final da proteina.

Em complementagdo aos estudos funcionais, a Dindmica Molecular, quando
realizada, em muito contribuiu para uma melhor interpretacdo dos resultados obtidos. Foi o
caso de duas variantes de importancia clinica, a Hb Caruaru (122 Phe—Ser) e a Hb S-Sao
Paulo (B6 Glu—Val ; B65 Lys—>Glu). Através dos estudos de dindmica foi possivel
compreender as causas da afinidade diminuida pelo O, da Hb S-Sao Paulo, o que leva a
uma maior propensdo a polimerizagdo dos tetrameros. Esses achados t€ém uma Obvia
importancia clinica. Assim como a Hb Jamaica-Plain (f6 Glu—Val; 68 Leu—Phe), que
também sofreu substituicdo de dois aminoacidos na mesma cadeia beta, ambas podem
polimerizar com maior facilidade por conta da afinidade diminuida conferida pelas
substitui¢des dos residuos 65 e f68. No caso desta ultima variante, sua portadora sofreu
crise de falcizacdo durante um voo para a Jamaica, bem como quadro de cianose, que foi
atenuado ao ser ministrado oxigénio.

Em relagdo a Hb Caruaru, a afinidade aumentada pelo O, ¢ provavelmente devida a

substitui¢do de residuo apolar por aminodcido polar - de menor tamanho, em bolsdo
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hidrofobico. A dindmica molecular, por sua vez, apesar do curto tempo de simulagdo, foi
fundamental para visualizacdo das perdas de interacdes ocorridas entre os aminodcidos e
entrada de agua na estrutura, demonstrando ser, portanto, uma importante ferramenta para
melhor compreensdo de resultados funcionais.

As demais variantes caracterizadas funcionalmente foram estudas estruturalmente
somente através da visualizacdo da proteina nativa, como o caso da Hb Dhonburi, que,
assim como a Hb Caruaru, sofre substituicdo em bolsdo hidrofobico da cadeia beta, porém
em residuo que também sofre breve influéncia de ions do meio externo a proteina. Através
da simples visualizagdo da estrutura normal foi possivel vislumbrar as interacdes perdidas
por ocasido das substitui¢des sofridas, como ¢ também o caso da Hb Boa Esperanga, que ao
perder a ligagdo de hidrogénio, tem, possivelmente, o potencial de interagdo com os
ligantes (O, e IHP) diminuido.

Os resultados acima ilustram a complexidade das relagdes intermoleculares, tanto
entre as globinas e com o grupamento heme, quanto com as moléculas externas. Algumas
das substitui¢des ocorridas, aparentemente sem grandes consequéncias para a molécula de
hemoglobina e sem manifestagdes clinicas nos portadores, resultam em alteracao da fungao
in vitro, o que, por si s6, demonstra a existéncia de muitas posi¢des importantes para o
comportamento funcional da molécula além daquelas ja bem determinadas.

Substitui¢des em regides de interface, que aqui também foram analisadas através do
estudo das Hbs Itapira ¢ Bom Jesus da Lapa (alB1), Sunshine Seth e Coimbra (alf32),
revelaram reflexos nas afinidades pelo oxigénio. Enquanto as duas primeiras comportaram-
se com afinidade normal, as outras duas apresentaram, respectivamente, afinidades

aumentada e diminuida - ndo somente por conta da posi¢ao do aminodcido substituido
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(como no caso da Hb Coimbra, em que a posicdo 99 parece ter grande importancia na
afinidade protéica pelo O,), mas também devido a natureza quimica deles (como na Hb
Sunshine Seth, que sofreu troca Asp—His, também em posi¢ao de interface). Todas elas,
no entanto, resultaram em alteragdes na cooperatividade entre as cadeias globinicas. Isso
demonstra que, mesmo alteragdes na regido alP1- considerada de menor importancia,
assim como as substituicoes em olf2, precisam ser melhor estudas, para maior
compreensdo dos mecanismos de interacdo das globinas.

Apesar da hemoglobina ja ter sido extensivamente investigada, hd ainda muitos
mecanismos a serem elucidados, como a formagao de conformacgdes T ou R intermediarias,
conforme ocorre nas variantes Hb Sunshine Seth e, possivelmente, na Hb Coimbra. Outra
incognita no mecanismo bioquimico desta proteina ¢ a possibilidade interacdo entre as
variantes de Hb. Através deste estudo verificou-se que ha interacdo consideravel, a ponto
de resultar em alteracdes funcionais significativas quando da presenca concomitante de
duas variantes. As interagdes das Hbs Deer Lodge com S e G-Siriraj com C sdo exemplos
de como a concomitancia de variantes pode causar o agravamento do quadro clinico dos
portadores em relagdo aos heterozigotos simples, dada a interacdo entre os diferentes
tetrameros, responsavel por funcdes de ligacdo ao oxigénio e cooperatividade
diferenciados. Ainda foi possivel verificar que ndo somente a concentracdo da variante no
hemolisado total ¢ importante, como também as condigdes analiticas. Este foi o caso da Hb
Kéln, cujos resultados foram discrepantes daqueles encontrados na literatura. As condi¢des
de andlise, distintas, foram possivelmente responsaveis pelas diferengas encontradas,
demonstrando que a proteina também interage com o meio externo (ions, dgua, etc.) de

modo bastante relevante.

161



Nosso estudo ainda analisou alteragdes nas interagdes com o grupamento heme,
através da analise das Hbs M-Saskatoon (substituicao da histidina distal), Iwata ¢ Redondo
(substituicdo da histidina proximal, em cadeia alfa e globina beta, respectivamente). Foi
possivel verificar que o carater quimico do aminoacido substituido ¢ de fundamental
importancia para a determinagdo da funcdo da proteina - que havera de se comportar com
afinidade aumentada, como na Hb Redondo, ou diminuida, como no caso da Hb Iwata.
Essas andlises enfatizaram que as modificagdes nas cadeias beta tendem a conferir aos seus
portadores quadros clinicos mais graves também em funcdo da maior propor¢ao da sintese
da globina andmala, onde um gene mutado significa quase 50% de cadeias beta anormais,
enquanto no caso dos genes alfa, um gene mutado ocasiona uma propor¢ao bem menor do
que esta, que normalmente varia de 10 a 25% da hemoglobina total.

Obviamente, a natureza quimica do aminoacido substituido (tamanho, polaridade,
grau de hidropatia, entre outros aspectos) pode conferir instabilidade protéica devido a
perdas de interagdes quimicas antes estaveis. Justamente pela subtracdo de regido que
efetua tais interacdes que a Hb Olinda, por exemplo, que perdeu quatro aminoacidos no
inicio da hélice B (-Glu-Val-Gly-Gly) das posigoes 22 a 25 da cadeia beta, apresenta
instabilidade protéica. Porém, de modo supreendente, foi possivel seu estudo funcional, que
revelou afinidade alterada: aumentada quando adicionado o IHP e diminuido na auséncia
(em comparagdo a Hb nativa, em ambas as condi¢des), porém com valor médio de
cooperatividade normal. A cooperatividade entre globinas, por outro lado, se analisada em
diferentes pHs, se comporta de maneiras diversa. No caso da Hb Olinda, somente a
observacdo simples da estrutura normal ndo nos permitiu explicar o comportamento
funcional, demandando entdo os estudos de Dinamica Molecular, ja que a cristalografia

desta proteina seria inviavel devido a sua instabilidade.
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Em conclusao, acreditamos que o conjunto de resultados aqui obtidos, que incluem
o estudo funcional de 6 variantes novas e 11 variantes estruturais raras da hemoglobina
humana, e sua complementagdo parcial com a ferramenta da Dinamica Molecular, possa
contribuir de maneira relevante com as Areas de Bioquimica, Biofisica, Genética,
Hematologia e Patologia Clinica, enfatizando a importancia da interdisciplinaridade para a
melhor compreensao da fisiopatologia das hemoglobinopatias e da bioquimica basica da

molécula de hemoglobina, importante modelo no estudo de todas as demais proteinas.
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SHORT COMMUNMNICATION

THREE NEW «-GLOBIN VARIANTS: Hb ITAPIRA [a30(B11)Glu—Val
{e1)], Hb BOM JESUS DA LAPA [c30(B11)Giu—Ala (a1)] AND
Hb BOA ESPERAMCA [a18{A4)Lys—Thr {a2)]
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a Three novel a-globin variants were found during a screening program for hemoglovinopathies
in blood donors at the UNICAMP Hematology and Hemotherapy Center, Campinas, State of Sio
Paulo, Southeastern Brazil. They were named for the town of origin of the carrier as Hb ltapire
[a30(B11)Glu—Val], Hb Bom Jesus da Lapa [a30(B11)Glu—Ala] and Hb Boa Esperanca
[l 6(A14)Lys— Thr]. Hb Itapira, like Hb Bom Jesus da Lapa, shows an electrophoretic mobility
similar to that of Hb § [36(A3)Glu—Val, GAG=GT G] at alkaline pH; it is associated with a
triplicate o-globin allele (aca®>7) and corresponds to onky 5.5 % of the total hemoglobin Hb).
Hb Boa Esperanca, found in two different individuals, moves faster than Hb A and exhibits an
abnormal functional performance.

Eeywords Hereditary hemoglobinopathies. ¢-Globin variants, Hb Itapira, Hb Bom
Jesus da Lapa, Hb Boa Esperanca, Brazilian population

Among the more than 900 hemoglobin (Hb) variants described to date,
about 300 result from mutations in the o-globin genes. Although some vari-
ants are related to important clinical and hematological manifestations,
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most are asymptomatic (1). We report the detection of three new varians
with altered o chains during 4 screening program for hemoglobinopathies
in blood donors at the UNICAMP Hematology and Hemotherapy Cencer.
Campinas, State of Sao Paulo, Southeastern Brazil. They were named for
the town of origin of the carrier as Hb Irapira [030(B11)Glu—Val], Hb
Bom Jesus da Lapa [c30{Bl1)Glu—Ala]l and Hb Boa Esperanca
[016(A14)Lys—=Thr]. The screening program for hemoglobinopathies in
blood donors had rhe approval of the local Ethics Commitree and all individ-
uals analyzed here gave their written consent for the Hb and DNA analvses.

Hhb anxm [mSG[B]T 1Glu—Val] was found in a 25-vear-old Caucasian
Brazilian male of ltalian and Portuguese descent, Cellulose acetate electro-
phoresis at alkaline pH (2) showed. in addition to Hb A and Hb A, bands,
an Hb S-like band in the proporton of 5.5% that eluted as a short peak in
the I window on cation exchange high performance liquid chromatogra-
phy (HPLC) (VARIANT ™ B-Thalassemnia Short Program; Bie-Rad Labo-
ratories, Hercules, CA, USA) (Figure 1A). Acidic .-Tb electrophoresis (2}
did not show any abnormality. Clobin chain elecirophoresis at add pH (2)
revealed an extra band present in a low proportion that had a slower mobility
than normal @ chains. Hemolysate solubility and stability tests were normal,

Direct sequencing (ABI PRISM™ 377 DNA Automated Sequencer,
Applied BinSystemns, Foster City, CA, USA) of the tt-globin genes (3) showed
a heterozygous GAG—CG TG ransversion at coden 30 of the atl-globin gene
which leads to Glu—Val substinution in the corresponding position of the o
chain (Figure 2A). Heterozygosity for the cioua™ ™7 allele was also detected
(4). A familial study showed that the mother and one of the brothers of the
carrier had the same mutaton as well us the woe™ 7 miplication, suggest-
ing an association that could explain the low levels of the varant in the
hemoelysate. Hematological and molecular data for this [amily and for the
cases described below are summarized in Table 1.

Hb Bom Jesus da Lapa [@30(B11)Glu—Ala] was found in a 37-vear-old
fernale of Alrican descent, coming from the northeast region of Brazil. The
elecirophoretic behavier of this Hb was similar to that of Hb Itapira, and it
had the same retention tine as Hb A, on HPLC and corresponded w 24.8%
ol the towl Hb (Figure 1B). Acidic Hb electrophoresis and globin chain elec-
wophoresis did not show any abnormal fractions. Solubility and swability tests
were normal. Functional tests were carried out with total hemolysate accord-
ine o the method of Rossi- l-'-tm*]]i and Anronini (3) using Hb stripped by fil-
iration throngh a Sephadex G-25 column. Fxperiments performed in the
lysate, both in the absence and presence of organic phesphate [inositol
hexaphosphoric acid (IHPY] (6,7} showed normal oxygen binding properties.

Molecular analysis revealed a heterozygosity [or the GAG—=GCG mans-
version in the same gene and position as that of b iapira, e, ¢l, codon 30.
However, in this case, the mutation caused a Glu—Ala substituton in the
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FIGURE 1 High performance liquid chromatograms. 4) Hh Teapira [aSO(BL Gl Val] Ba% 10 Tl
Bom Jesus da Lapa (o3BT Glu—Ala] 24.8%: C) Hb Boa Esperanca et 1GEA L by ol | 4.0

correspouding posidon of the o chain (Figure 2B). The « EENOVE Wik
normal (ot o) (3).

Hb Boa Esperanca [e16(A1) Lys—Thr] was detecied independently by
two apparently unrelated individuals: a 47-year-old Cavcasiun femle anil o
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FIGURE 2 orGlobin gene sequencing. A) Hb lmpia (@] gene, opposice strand); B] Hb Bem Jesus da
Lapa {&:L genek; G) Hb Boa Esperanca (o2 gene).

42vear-old male of African descent. On alkaline elecirophoresis, this
a$nmwm]ﬂbrﬁynmdﬁmmrﬂmn[m;letMMdrmibcdmh@mﬂwd
from Hb A at acid pH. On HPLC, b Boa Esperanca eluted as an addidonal
peak at P3 in the proportion ol 25% of the toral Hb (Figure 1C). Acdic
globin chain electropheresis showed a slower ¢ chain as well as the normal
chains. Solubility and stability tests were normal.

When stripped, this Hb revealed a lower oxygen allinity, while the
opposite behavior was observed in the presence of IHP (Figure 3). Cooper-
ativity was slightly lower at acidie pH in both conditions, with and without
organic phospliates.
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FIGURE 8 Funcuonal performance of Hb Boa Esperancy,

Hb Boa Esperanca was found o be the result of an AAG—=ACG wans-
version ai codon 16 of the a2 gene, leading to a Lys—Thr subsiitution
(Figure 2C). The mutation was present in the heterozygous state. The o
senolype was normal {oo/cc) in both carriers. As with Hbs Itapira and
Bom Jesus da Lapa. two other variants in which the glutamic acid residue at
a30(B1l) was replaced have been previously reported, namely, Hb O-
Padova (—Lvs), found in Italian, Turkish and Spanish families, and Hb G-
Chinese [—i5In), i1 Chinese families (1), Neither of them resulted in clini-
cal or hematclogical manifestations, although this residue is involved in the
21B1 contacs of the Hb molecule (9). The absence of manifestations may
be because the cif] interface is stabilized by Van der Waals interactions
among 18 other residues (9). Therefore, the substimtions were insufficient
1o destabilize the molecule structure.

Regarding the low levels of Hb Itapira found in the hemolysates of the
carriers. to the best of our knowledge, this is the first description of a strue-
tural alteration associated with the triplicated o gene allele in humans.
However, it has been demonstrated in sheep thar the expression of the
genes in the oo haplotype progressively decreased from the 5" 1o the 3
end, as determined at both protein and mRNA levels (10.11). If this model
1s true also for humans, as the ol gene occupies the third position in the
triplicated allele, a low degree ol expression would be expected. I seems (o
be the case here. since there is no evidence ol Hb instability and hemolysis
in the cammers. They are totally asymptomatic amd the haptoglobin and
bilirubin serum levels, as well as the reticulocyte counts, are normal,

Three other mutations have already been described at position 16 of
the c-globin chain: Hb I (Lys—Clu) and T Beijing (Lys—Asn) in asymp-
tomatic heterozygotes, and b 1 Lwbin (Lys—Met), which is slightly unsta-
ble and results in anemia in the curier (1), In Hb Boa Esperanca, lysine is
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replaced by threonine; although the carriers did not present anv clinical
symptoms, altered funcional behavior was observed in vitro. The hydrocar-
bon group of the lysine residue at the Al positon is exiended and rigid,
unlike most of the lysine residues in the Hb molecule, which are flexible.
Replacement of this residue by a threonine probably interferes with the o
chain stabilization and the pelar and non polar contacts with aspartic acid
at GH44a, which may have led to the abnormal functional test (9. In a
Future study, we intend to isolate and better characterize this Hb variant.
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ANEXO 2

Eurcpean Journal of Haemst clogy 83 [378-382)
CASE REPORT

Two new unstable haemoglobins leading to chronic
haemolytic anaemia: Hb Caruaru [$122 (GH5) Phe — Ser],
a probable case of germ line mutation, and Hb Olinda
[f22 (B4) - 25 (B7)], a deletion of a 12 base-pair sequence
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Abstract

We descripe here two new unstable f-globin vanants, Hb Caruaru and Hb Qlinga, found in northeastem
Brazl, both associated with chronic hasmolytic anaemia. Haemoglobin Caruaru is caused by a single base
substitution at codon 122 (TTC — TCC), possibly criginating from the gemn line cells of the patient’s grand-
mother. Haemoglobin Olinda is also a de novo mutation, caused by a 12 bp deletion leading to the removal
of the 22nd to the 25th residues of the nomnal f-globin chain.
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Changes n the coding sequences of globin genes can
alter function and/or stability of the haemoglobin mole-
cule (Hb). Unstable hasmoglobins arise as a result of the
synthests of structurally abnormal globin chams, usually
with singk amino acid replacements but occasionally
with amine aad insertions, deletions, or truncated or
extended chains, and commonly presenting as autoso-
mal-dominant hereditary haesmaolytic anaemi with mdu-
sion bodies in the red blood cdls (1, 2). We herein
describe two novel unstable f-globin varnants, Hb Caru-
ara [f122 Phe — Ser] and Hb Olnda [removal of the
2Ind to 25th amine acids (-Glu-Val-Gle-Glv-) of the §-
globin chain]. They were namad according to the towns
of onigin of ther respectve carriers.

Case reports

Both vanants were identihed in individuals from the
State  of Pernambuco, northeastern  Braaml.  The

ITe

patents/poardians gave thar wrtien consent to take
part in this stndy, which was approved by the locl eth-
s committes

Case 1

An | l-year-old Cavcasian boy from the city of Caruaru
presented with chronic haemolytic anaemia, jaundice,
bver and splesn enlargement, and the occasional require-
ment for blood transfusions. Conventional haemoglobin
electrophoress and high performance bquid chromatog-
raphy {HPLC) analysis (VARIANT™, Bio-Rad Labora-
tories, CA, USA) did not reveal any abnormalites.
Isoelectric focusing showed only Hb A and Hb F frac-
tions, but the latter cormesponded to @ concentration of
about 20%, sugpesting comigration with the abnormal
variant. Rewverse phase-HPLC (RP-HPLC) (Alhance
2695, Waters, Milford, MA, USA) detected an anoma-
lous fi-chain eluing more quickly than f* gobin

= XA John Wikey & Sore A5
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(Fig. 1A} Instability tests/Henz bodies were all positive
(3); functional tests with total stipped haemolysate
showed slightly increased O, affinity (with and without
organic  phosphates). The hasme—haeme cooperatvity
(without organic phosphates) demonstrated non-cooper-
abvity between protan chains at alkalne pHs (> 7.50) in
comparison with Hb A {4, 5).

Beta-globin  gene sequencing was performed  using
primers described elsewhers (6), Dyenamic™ ET Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit (GE Healthoare, Little
Chalfont, Buckinghamshire, UK) and a MegaBace 1000
DMNA Analysis System (Molecular Dvnamics, Amersham
Pharmacia Biotech, Sunnyvale, CA, USA). Heterozy gos-
ity for the TTC — TCC transition at codon 122 was
found (Fig. 1B}, leading to the substitution of phenylala-
mne by senne in the comresponding position of the
f-chain. This vanant was named Hb Caruaru. Haemato-
logical, biochemical and familial data of the patent are
shown in Table 1. All the Hb Caruaru carriers presented
with hypochromic and microcytc hasmolytic anaemia.
These carriers inchuded the patent’s father and six out of
his 12 siblings, as well as three of the patient's cousins
(Fig. 1C). They all had normal z-globin penotypes and
presence of the Ymm | polymorphism (7-11). The Hb

Caruaru and Olinda: unstable hemoglo bing

Carparn mutation was found to be associated with the
haplotype IX of Orkin (12). Although paternity and
maternity were confirmed, no mutations were detected in
the f-globin genes of the patient's grandparents, ewen
when DINA was obtuined from the spermatozoa of his
grandfather, suggesing that the mutation responsible for
Hb Caruaru onginated in the pgerm line cells of the
patent’s grandmother.

Case 2

A 3iyear-old White Brazhan woman of Portuguese
ancestry, from the city of Olinda, presented with hae-
melytic anaemia, pallor, intense jaundice, haepato-
spenomegaly and an  occasional nesd for  blood
transfusions [RBC 3.48 (x10%mm®), Hb 7.8 g/dL, Ha
266%, MCV To 4L, MCH 224pe RET 6473
(«10%mm?*); TB 52 mg/dL, IB 4.6 mgdL, SH infe
riow to 73mgAdL, SF 186 ng/mL and SI/TIBC
79.0 pedL 4210 pgs/dl]. Alkaline pH  ekctrophoresis
revealed & Hb Slike band with a concentration of
approxmately 7%, in addibon to Hb A and A5 the
abnormal band apparently eluted with Hb A; by
HPLC (10.5% in total), while Hb F constituted 1.5%.

A
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Figuirs 1 (&) AP-HPLC showsng the sbaormal fglotin |f) of Hb Canse |F122 Phe — Se. (B fglobn gene sequencng — HD Canmn canmas
Bl: Aeverse stand noqmal sequence. BI: Aeverse strand with he mutaton &l codon 122 {TTC = TCCL ) Hb Caruany famiy pedigres. Afmow
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Caruary and Olinda unstable hamoglobins Bererra ef &l

Table 1 Heematdogeal, bochamcal and famifial data of the Hb Casuam (§122 Phe — Sed) patient

Diats 5 n-12 IH15 n-12 120 122 123 m-3 -1 13 n-17

Buge |pears) 35 29 28 b1 23 19 ] 1 z 8 3

RBC {10Fmm”) AM 3165 3133 3.83 414 432 431 57 173 345 196
M 46561 (W)
42-54 R

Hi {gdil) 2.9 8BS 81 9.5 106 10.1 932 82 B4 832 89
KW 14-18 (N
12-16 |F)

Het (%) 38 2TE 262 Bn7 33z M7 Nne 271 284 285 29.3
M 4252 (M)
3747 R

MOV (IL TE1 762 73 7.2 76D TAE T3 759 761 7 74.2
MW BO-96 (NI
&1-98 {F)

MCH {pg) 237 233 2313 .2 231 2.0 N3 230 225 218 226
MM I7-32

Ret {1Fma) 5833 Loriode] 6510 TOE.0 8594 11848 ms 40 6164 4761 537.2
M =100

Hid | %) 41 an 4z 4.4 43z 4l 4z 41 4.1 46 43
M 35

HBF (%) 14 110 47 4.5 38 43 i3 5.0 105 66 7.0
M 02

1B g dl) k=) 535 108 14 5.03 267 1.50 184 334 310 314
N 0.8

TB imgsdL) A.51 506 150 3.8 552 i 208 462 354 176 150
M =1L

SH mgeidL) 1 1-] 195 <73 <7.1 TEE <7.3 943 <7.31 128 &876 130
KA 30230

SF (ng/dl) 136.30 1240 2850 amo TEA 1728 180 96.82 3307 2.0 BEO
KA 30450 (W) 13150 §F)

Sl g ) 13.0 a0 1080 .0 1430 115.0 &0 60.0 740 81.0 121.0
K 88-158 (M) 37-145 |F)

X | i + % - . * b= B - = =

RBC, red bisod cois; Hb haomagobin Het, hasmainonit: MOV, mean epdpuseular valume: MOH, mean corpuseular haamaogioban; Ret, retedocy
count; Hivig, Ay haemogioban; Hb F, foetal haemagiotn; 18, indirect béruban; TE, total bdorubing SH, serwm haptogiotin; 5F: sesum ferritn; Skt

sanum on; KV: noomal vaiues ) M: males; F: fermabes.

Isoekctrc focusing showed two extra bands in addition
to the normal bands, one dose to the Hb S position
(30%) and the other moving towards the Hb C
position {about 4.0%), probably representing remaining
degradation products of the unstable variant. Mo anom-
alous peak was detected by RP-HPLC. Functional tests
with stripped total hasmolvsate showed lower O, affin-
ity, when not using organic phosphates, and higher O:
affinity only in alkaline pH (8.0 and £.5) when using
organic phosphates, compared with Hb A. Hasme-
haeme cooperativity was normal.

Beta-globin gene sequencng showed a deletion of a
1 2-bpsequence (FGAAGTTGGTGGT) in exon |,
removing codons 22-25 (Fig. 2A4). This deletion was con-
firmed by cloning techniques wsing the pGEM-T easy
vector (Promega, Madison, W1, USA). The patent also
had a deletion of a T (-T) at positon 26 (or 27 or 28) of
introm 11 (TVS-II) in cis with the | 2-bp-ssquence deletion.
With regard to the a-genes, the patient was heterozvgous

380

for the rightward deletion (=« Vaz). Analysis of the fi-
globin cluster haplotype showed the pattern [= = = = =
+ + =], corresponding to haplotype V of Orkin. The
polymorphism C — T (Xmn I) at nucleotide =158, 5 to
the “ plobin gene was not present.

As biological paternity and maternity were confirmed
and the patient’s parents did not demonstrate any alter-
ation in the f-globin genes, we conclude that Hb Olinda
was caused by a de nove mutation. The patient's father
and son have ne haematological alterations (AA, xa/xx
and AA, -/, respectively), while her mother 15 hetero-
zypous for Hb § (AS, -o/azx). This familial study is
shown in Fig 2B,

Discussion

Hb Caruaru (f122 Phe — Ser) is the result of the sub-
stitution of phenvlalanine (located at GHS position) by
serine, in the f-chain. The hydrophobic native residue,

=20 Jorn Wey & Sors A5
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Caruaru and Olinda: unstable hem oglobing
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Figurs 2 |A) Fgibbin gene sequencing {Hb OBnda cameed Al Mommal strand (lorward). Al Strand wih e deeton of codons 22-25
HEAAGTTEGETEET it exon 1 fhorward). (B) Hb OBnda [f (-od 22-25)] family pedegsee. Arsow ndates the Daosius .

phenylalamine, interacts with argnine 31 at helix B, in
the z-chain. According to Mage (13), alterations m the
zl-Bl contacts, with major disruption of the overall
conformation of Hb, may favour the R state (13). In
agreement, Hb Caruaru also demonstrated higher affin-
ity to ;. Moreover this residue demonstrates intense
interactions with other hvdrophihe residues in the same
f-chan, forming an mmportant hyvdrophobic set, which
may be important for the stability of the molecuke. The
replacement of phenylalamine by serine, a polar resdue,
may promote the entrance of water, which could confer
a lower stability
protein.

As this replacement does not change the electrnic charpe
of the protein, Hb Caruaru & not disunguwishable from
normal haemoglobin by methods that compare ust this
property. Two previously described varants with substitu-
tions at the same position [Hb Bushey (#1122 Phe — Leu)
and Hb Casablanca (f65 Lys — Met; 122 Phe — Leu)]
were not reported to be associated with haematological
alterations {14), pessibly because leucine, ke phenviala-
ninge, 15 a neutral and apolar residus and does not crnitcally
alter the tetramerous stability and function.

Hasmoglobin Caruaru seems to have ongnated from
the germ hne cells of the patient’s grandmother. To
our knowledge, there s only one previcusly reported
case of perm line mosaicism that affects globin penes.
Haemoglobin Punttelange [f140 Ala — Val] was found
45 a ¢ povo mutation in two French siblings suffering
from polycythemia, of which both parents were pheno-
typically normal and had no detectable alterations in
the f-genes (15). In this case, the mutation seemed to
have arsen in the germ line cells of the father of the
patents.

Hb Olinda is composed of a shorter and very unstable
f-globin as a result of a 12 bp deletion in exon 1 of the

to the tetramer structure of the

& A Jonn Wiley & Sors A7

f-globin gene (-GAAGTTGGTGGT), leading to the
removal of codons 22-25 and, consequently, the respes-
tive amino acids (-Gh-Val-Gly-Gly). In additon to
chanpes in the whole protein strocture, the above
sequence 15 replaced by Glu-Ala-Len-Gly. While the
22nd and the 25th positions are external, the 23rd and
24th resduoes (Ala-Len) are insmde the Hb molecle.
Subsbtubons at these posbons, particularly i the 24th
residue, in close contact with the E hebx, lead to the pro-
duction of variants with aliered stabality and fundion
and haemolvie anaemia {16).

Only 19 of 106 unstable f-globin vanants are cansed
by small deletions and just one, Hb Freiburg [p23 (B5) -
removing codon 23], has been reported to ahead the
same region that s altered in Hb Olinda. This alteration
causes mikd haemelvtc anaemia and cvanosis (16).
Two other deletons involving this same regon result in
a fHhalassemnia  phenotype; & deetion of 7 bp
{-AAGTTGG), affecting codons 22-24 of the f-pene and
creating a new stop signal at codon 58, was described in
a Turkish patient (17}, and a 4 bp deletion in codons
2021 (-TGGA) was found in a Spanish patent (18). In
th= Hb Olinda carrier, the low concentration of the
abnormal hasmoglobin in the peripheral red blood cells
{7%) suggests that this is an extremely unstable haemo-
globin variant, which may be also precipitating in the
bone marrow precursor cells and leading to some degres
of ineffective ervthropoiesis, explaining the dominant fi-
thalassemia phenotype.

In summary, we herein describe two new unstable §-
globin varants, Hb Caruaru and Hb Olinda. Both are
associated with chromie haemolytie ansemia. Haemo-
globin Caruaru is caused by a single base substitution at
codon 122 (TTC — TCC), possibly originating from the
germ line cells of the patient’s grandmother. Haemoglo-
bin Olinda 15 also a de nove mutation, caused by a 12 bp

3
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Hb H disease resulting from the association of an o -thalassemia allele
[-(«)™°] with an unstable a-globin variant [Hb Icaria]: First report on the
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Abstract

Hb H Disease Is caused by the loss or inactivation of three of the four functional «-globin genes. Patients present
chronic hemolytic anemia and splenomegaly. In some cases, occasional blood transfusions are required. Deletions
are the main cause of this type of thalassemia («-thalassemia). We describe here an unusual case of Hb H disease
caused by the combination of a commeon o deletion [-(«)™°] with a rare point mutation (¢.427T > A), thus resulting in
an elongated and unstable o-globin variant, Hb lcaria, (X142K), with 31 additional amine-acid residues. Very high
levels of Hb H and Hb Bart's were detected in the patient's red blood cells (14.7 and 19.0%, respectively). This is the
first description of this infrequent association In the Brazillan population.

Key words: hereditary hemoglobinopathies, alpha-thalassemia, Hb H disease, Hb leana.
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The alpha(w)-globin genes are duplicated (ot and o)
and located on the short arm of chromosome 16 (16p13.3).
Alpha-thalassemia (a-thal) is a hereditary condition result-
ing from deficient synthesis of a-globin chains. It has a
worldwide distribution and reaches frequencies as high as
80% or more in some populations, reflecting positive selec-
tion after exposure to malaria (Higgs and Weatherall,
2009). Deletions resulting from unequal crossing-over be-
tween homelogous sequences in the a-gene cluster are the
main cause of this hemoglobinopathy and may affect one or
both o genes in the haploid genome (o or o alleles, re-
spectively). Nondeletional mutations are less frequent and
usually correspond to more pronounced hematological al-
terations (Steinberg er al., 2001; Weatherall and Clegg,
2001).

The combination of an o allele with an o' allele, af-
fecting three of the four functional @ genes, leads to Hb H
disease (—/-at), a moderate to severe chronic hemolytic
anemia with the presence of 5%-25% of Hb H (j3,) in pe-

Send Correspondence to Maria de Fatima Sonati. Departamento
de Patologia Clinica, Faculdade de Ciéncias Médicas, Univer-
sidade Estadual de Campinas, Campinas, SP, Brazil. E-mail:
sonati @ fem.unicamp.br.

ripheral blood erythrocytes (Steinberg et al, 2001;
Weatherall and Clegg, 2001). Hb H is unstable and precipi-
tates in all circulating cells when submitted to any oxidant
stress. Herein, we describe a rare case of Hb H disease re-
sulting from the association of the [-(c)™*] deletion, an o
deletion commonly found in Mediterranean and Central
Asian populations, with a point mutation (¢.427T > A), this
leading to the synthesis of an elongated and unstable a-glo-
bin variant, Hb Icaria [(X142K) modified C-terminal se-
quence: (142)Lys-Ala-Gly-Ala-Ser-Val-Ala-Val-Pro-Pro-
Ala-Arg-Trp-Ala-Ser-Gln-Arg- Ala-Leu-Leu-Pro-Ser-Leu
-His-Arg-Pro-Phe-Leu-Val-Phe-{ 172) Glu-COOH]. Hemo-
globin Icaria, except for the residue at position 142, is simi-
lar to Hb Constant Spring and Hb Paksé (o, 142, StopaGln
and StopaTyr, respectively), which are frequent thalas-
semic alleles in southeastern Asia. The association of these
variants with o alleles has been thoroughly studied as the
cause of both Hb H disease and thalassemia intermedia
(Schrier et al., 1997; Wajeman et al., 2008).

The patient here described is a 2-year-old boy of
mixed Italian and African origin, followed up at Centro
Infantil Dr. Domingos A. Boldrini, in Campinas, state of
Sdo Paulo, southeastern Brazil, He presented chronic
hemolytic anemia, pallor, jaundice and spleen enlarge-

194



ment. Peripheral blood analysis revealed a remarkable de-
gree of anisocytosis with microcytosis, hypochromia and
6.8% of reticulocytes. Serum ferritin was normal
(45 ng/mL). The hematological data of the proband and
his mother are summarized in Table 1. His father was not
available for study.

Hb H, as well as its fetal version Hb Bart’s - y,, were
both detected by alkaline electrophoresis and quantified by
cation-exchange HPLC (High Performance Liquid Chro-
matography) (Variant II - B-Thalassemia Short Program;
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). The percent-
ages for Hb H and Hb Bart’s were 14.7% and 19.0%, re-
spectively (Figure 1). The presence of these abnormal
variants was further confirmed by electrophoresis at neutral
pH (Dacie et al., 2006). Hemoglobin instability was dem-
onstrated by n-butanol, isopropanol and heat tests. Heinz
and Hb H inclusion bodies were observed in the patient’s
red blood cells (Dacie et al., 2006) but no further anoma-
lous hemoglobin was identified in his peripheral blood
sample. No abnormal variant whatsoever was detected in
the mother’s blood sample.

Genomic DNA was obtained from peripheral blood
leukocytes. Multiplex PCR for the most common c-thal al-
leles (Tan et al., 2001) revealed the presence of the (™
deletion in the patient’s DNA sample (Figure 2), which was
confirmed by specific gap-PCR (Kattamis et al., 1996). The
deletion removes a 20.5 kb fragment of DNA containing
the entire o, gene and part of the o gene, the latter, how-
ever, is not expressed (Steinberg ef al., 2001; Weatherall
and Clegg, 2001).

Table 1 - Hematological data of the patient and his mother, both of Afri-
can ancestry.

Hematological parameters Patient Maother

RBC (million/L) 457 4.74

Hb (g/dL) 7.6 129

Het (%) 293 39.7

MCV (fL) 4.1 838

MCH (pg) 16.6 272
RDW-CV (%) 27.6 13.0
Reticulocytes (%) 6.8 20

Serum ferritin (ng/mL) 45,85 36.75

Hb Profile A2+ALBan’s+ A2+ A

Hb Barts (%) 19.0 -

Hb H {%5) 14.7 -
a-genotype Y v oo™y
RBC = Red Blood Cells; Hb = Hemoglobin; Hct = Hematocrit;
MCV = Mean Corpuscular Volume; MCH = Mean Corpuscular Hemo glo-

bin; RDW-CV = Coefficient of Variation of the Red Cell Distribution
Width.

Kinmra et al

Two o-globin genes still remained. Direct a-globin
gene sequencing (ABI PRISM 377 DNA Automated Se-
quencer, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) with
primers described elsewhere (Dodé et al., 1990) identified
base substitution (TAAGAAA) at the 142" (termination)
codon of the oz-globin gene (Figure 3). This mutation, also
found in the patient’s mother, was confirmed by sequenc-

3.0
4 Hb Bart's

37.54

Hb H

3004

- 2254

=

15.04

T
0 1 2 3
[ime (min)

Figure 1 - Cation-exchange HPLC chromatogram of the patient’s blood
sample showing hemoglobins Bart’s and H beside the normal hemo-
globins (Hb A, and Hb A).

Figure 2 - Multiplex PCR for screening of the most common a-thal alleles
(Taneral, 2001). A - 250 bp ladder marker; B - Normal Genotype Control
(o), C - Patient [-fo)®™a™® =™ y]; D - Positive control for the
(o)™ deletion; E - 100 bp ladder marker,
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Hb H disease [-{a)™ o™ 155

170 180
TGC TCCAAA

TGACC

TACCG

190
TAAA GC

200 210
TGGAGCC TCG G TAGC CG

Figure 3 - ap-globin gene sequencing identifying the Hb Icaria mutation (¢ 427T = A).

ing the opposite strand of the DNA, this resulting in an
elongated (and unstable) a-chain constituted by 31 extra
residues:  (142)Lys-Ala-Gly-Ala-Ser-Val-Ala-Val-Pro-
Pro-Ala-Arg-Trp-Ala-Ser-Gln-Arg-Ala-Leu-Leu-Pro-Ser-
Leu-His-Arg-Pro-Phe-Leu-Val-Phe-(172)Glu-COOH. A
stop codon was found at the new codon 173 (Hardison et
al., 2002).

Hb Icaria is a rare Hb structural and thalassemic vari-
ant described in Greek, Yugoslavian and Macedonian fami-
lies (Clegg et al., 1974; Efremov et al., 1990; Kanavakis ef
al., 1996). It is difficult to detect in peripheral blood sam-
ples by the more commonly used techniques, due to its very
low concentration and electrophoretic mobility, which is
slower than that of Hb A, at alkaline pH (Clegg et al.,
1974). The pathophysiology of these elongated chains has
been attributed to mRNA instability (Waggoner and
Liebhaber, 2003), but more recent studies have shown that
it could be due to defective interaction with AHSP (al-
pha-hemoglobin stabilizing protein) (Turbpaiboon et al.,
2006). In the patient investigated here, the low availability
of a-chains was probably responsible for the high levels of
Hb H and Hb Bart’s observed (33.7% of the total hemoglo-
bin). Despite this, the alteration does not give rise to impor-
tant clinical manifestations in heterozygous individuals, the
case of our patient’s mother, who has the ao/o™ g ge-
notype and is clinically silent.

This is the first description of Hb H disease caused by
a combination of -()*™ deletion with Hb Icaria
[(e)***/ ™ ™2 ] in the Brazilian population. Itis also the
first description of this variant in an individual of Italian
and African origin. Our findings illustrate the importance
of investigating these atypical cases and identifying their
molecular basis and pathophysiological mechanisms. They
also give us an idea of how frequent these mutations and as-
sociations are in our population.
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Introdugido

As anormalidades estruturais da hemoglobina estdo ente as doencas genéficas mais
comumente encontradas nas popula¢des humanas. O Laborardrio de Hemo-
globinopatias do Departamento de Patologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Médi-
cas da Universidade Estadual de Campinas — Unicamp, localizado em Campinas, no
estado de Sdo Paulo, regido Sudeste do Brasil, realizou, em seus 27 anos de existéncia,
cerca de 130.000 diagnésticos. Entre as variantes estruturais detectadas, as hemo-
globinas S, C e D-Punjab foram, como esperado, as mais fregiientes, porém um niime-
ro expressive de outras hemoglobinas anémalas, novas e raras, também foi encontra-
do. Esses achados estdo sumarizados no presente artigo. Rev. bras. hematol. hemoter.
2008:30(4):316-319.

Palavras-chave: Hemoglobinopatias hereditarias; variantes estruturais; genes de
globinas; populagdo brasileira.

Unicamp, desde sua implantacdo. em 1980. analisou cerca
de 130.000 amostras de sangue, provenientes de individu-

Mutagdes nos genes das globmas podem levar a pro-
ducdo de hemoglobinas estruturalmente alteradas.! Ha, atu-
almente, mais de 900 variantes estruturais descritas, a maio-
ria ocasionada por simples substituicdes de bases no DNA.
com a correspondente troca de aminoacidos na proteina.’
Embora a maior parte dos casos seja de cadeias P, alteracoes
de cadeias @.. Y e 8 sdo também relativamente comuns. Ha um
grande contingente nio relacionado a sintomatologia clini-
ca. mas algumas alteracdes afetam a estabilidade e/ou solu-
bilidade da molécula ou modificam suas propriedades fun-
cionais, levando as anemias hemoliticas e as eritrocitoses e
clanoses. respectivamente. Ha ainda variantes alongadas
ou extremamente instaveis que resultam em fenotipos talas-
sémicos. Entre as variantes climcamente importantes, a Hb S
(0.,B%,). da anemia falciforme. ¢ sem divida a mais conheci-
da. 12

O Laboratério de Hemoglobinopatias do Departamento
de Patologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Médicas da

os com suspeita clinica de hemoglobinopatias e seus fami-
liares, de doadores de sangue nos quais se detectou a pre-
senca de hemoglobinas estruturalmente alteradas, de pro-
gramas de triagem neonatal e, ainda. de um programa siste-
matico de triagem de variantes desenvolvido no préprio
laboratorio. A maior parte das amostras é oriunda de indivi-
duos da regido sudeste, mas outras regides brasileiras tam-
bém contribuiram para essa casuistica. como a regido nor-
deste e a regido sul. bem como alguns outros paises da
América Latina, como a Argentina. o México. o Uruguaie a
Venezuela. Até o momento. e excluindo-se as alteracdes de
cadeias d. genericamente intituladas HbA ", 10 variantes
novas e 51 variantes raras foram detectadas e identificadas.
sendo 9 delas mutacdes de nove: 21 sdo alteracdes de ca-
deias o 31 de cadeias B e 9 de cadeias V. entre ¥ e ¥, A
maioria das variantes ja descritas esta sendo detectada no
Brasil pela primeira vez. As tabelas de 1 a 4 apresentam
esses resultados.

!Departamento de Parologia Clinica, Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade Estadual de Campinas — Unicamp, Campinas-SP.

!Centro de Hematologia e Hemoterapia, Unicamp, Campinas, SP.
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Tabela 1. \ariantes Novas de Hb

Tabela 3. Variantes Raras de Cadeias 3

Hemoglobina

Hb Fetal-Campinas
Hb Fetal-Joandpolis
Hb Fetal-Paulinia

Mutagao
GamaA 121(GH4) Glu>GIn
GamaG 73 (E17) Asp>Ala
GamaG 80 (EF4) Asp=Tir

Hb Boa Esperanga Alfa2 16(A14) Lis>Tre

Hb Campinas Alfa2 26(B7) Ala=Val

Hb Bom Jesus da Lapa Alfal 30(B11) Glu=Ala

Hb Itapira Alfa1 30(B11) Glu=>Val

Hb Rie Claro Beta 33(B15) Val>Met

Hb Pogos de Caldas Beta 61(E5) Lis>GIn

Hb Florida® Beta 141 (-C); seqliéncia C- terminal

modificada: (141)Tri-Pro-Tre-Ser-lle-

Tre-Lis-Leu-Ala-Fen-Leu-Leu-Ser-Asn--

Fen(156)Tir-COOH

*Mutagéo de nove

Tabela 2. Variantes raras de Cadeias «

Hemoglobina Mutagao

Hb Kurosaki* Alfal 7(A5) Lis=Glu

Hb J-Paris Alfa2 12(A10) Ala>Asp

Hb Hasharon Hibrido Alfa2/ Alfa1 47(CES5)
Asp>His (037)

Hb J-Rovigo Alfa2 53(E2) Ala>Asp

Hb Shaare Zedek Alfa2 56(E5) Lis>Glu

Hb Pontoise Alfa2 63(E12) Ala>Asp

Hb Ube-2 Alfal 68(E17) Asn>Asp

Hb Daneshgah-Tehran
Hb G-Pest*

Alfa2 72(EF1) His>Arg
Alfa2 74(EF3) Asp>Asn

Hb Stanleville-11 Hibrido Alfa2/ Alfal 78(EF7)
Asn=Lis (o *7)
Hb Tamano Alfal 89(FG1) His>Arg

Hb Cemenelum

Alfa2 92(FG4) Arg>Tri

Hb Setif Alfa2 94(G1) Asp=Tir

Hb Sunshine Seth* Alfal 94(G1) Asp>His

Hb Westmead* Alfa2 122(H5) His>GlIn

Hb Jackson Alfa2 127(H10) Lis>Asn

Hb lcaria Alfa2 142, Stop=Lis; sequéncia C- terminal

modificada: (142)Lis-Ala-Gli-Ala-Ser-Val-Ala-

Val-Pro-Pro-Ala- Arg-Tri-Ala-Ser-Gin-Arg-Ala-

Leu-Leu-Pro- Ser-Leu-His-Arg-Pro-Fen-Leu-
Val-Fen-(172)Glu-COOH

"Mutagbes de novo

A principal forma de deteccio é feita a partir da mudan-
ca na carga elétrica da variante em funcdo da troca de
aminoacidos ocorrida. A Figura 1 resume a estratégia meto-
doldgica utilizada. A eletroforese de hemoglobinas em acetato
de celulose, em pH alealino. e a cromatografia liquida de
alta performance (HPLC — High Performance Liquid
Chromatography). de troca catidnica. sdo as técnicas empre-
gadas na triagem. esta ultima permitindo também a quan-
tificacdio da fracdo anémala e das hemoglobinas A e Fetal.
As variantes assim detectadas sio ento submetidas 4 eletro-
forese em gel de agar, em pH acido. aos testes de solubilida-
de e estabilidade (térmica. em n-butanol e em isopropanol) e
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Hemoglobina
Hb Deer Lodge
Hb G-San José
Hb Porto Alegre
Hb J-Baltimore
Hb Miyashiro
Hb E
Hb Grange-Blanche
Hb Pitie-Salpetriere
Hb Hammersmith*
Hb Hoshida
Hb Osu Christiansborg*
Hb Dhofar
Hb Zurich
Hb Korle-Bu
Hb Santa Ana*
Hb Redondo*
Hb N-Baltimore
Hb K&in
Hb Coimbra
Hb Camperdown
Hb Indianapolis
Hb Miami
Hb D-Punjab
Hb Hofu
Hb J-Guantanamo
Hb K-Woolwich

Hb Lepore-Baltimore

Hb Lepore- Boston-
Washington

Mutagéo
Beta 2(NA2) His>Arg
Beta 7(A4) Glu=Gli
Beta 9(A6) Ser>Cis
Beta 16(A13) Gli>Asp
Beta 23(B5) Val=Gli
Beta 26(B8) Glu>Lis
Beta 27(B9) Ala>Val
Beta 34(B16) Val>Fen
Beta 42 (CD1) Fen>Ser
Beta 43(CD2) Glu=GIn
Beta 52(D3) Asp>Asn
Beta 58(E2) Pro>Arg
Beta 63(E7) His>Arg
Beta 73(E17) Asp=Asn
Beta 88(F4) Leu=Pro
Beta 92(F8) His>Asn
Beta 95(FG2) Lis=Glu
Beta 98(FG5) Val>Met
Beta 99(G1) Asp>GClu
Beta 104(G6) Arg>Ser
Beta 112(G14) Cis>Arg
Beta 116(G18) His>Pro
Beta 121(GH4) Glu>GIn
Beta 126(H4) Val>Glu
Beta 128(H6) Ala=Asp
Beta 132(H10) Lis>GIn
Hibrido Delta-Beta

(delta 50 Ser; beta 86 Ala)

Hibrido Delta-Beta

(delta 87 Gln; beta 116 IV3-11-8)

*Mutagdes de novo

Tabela 4. Variantes raras de Cadeias y

Hemoglobina Mutacao
GamaA 36(C2) Pro=Arg

GamaA 80(EF4) Asp>Asn E GamaA
75(E19) lle=Tir
GamaA 97(FG4) His>Arg
GamaG 22(B4) Asp>Gli
GamaG 121(GH4) Glu=Lis
GamaG 125(H3) Glu=Ala

Hb F-Pendergras
Hb F-Yamaguchi
Hb F-Dickinson

Hb F-Urumagi

Hb F-Carlton
Hb F-Port Royal

a analise de cadeias globinicas. feita anteriormente por
eletroforese e atualmente por HPLC de fase reversa (RP-
HPLC). Paralelamente. os eritrocitos. apos analise por conta-
dor eletrénico. sdo investigados quanto a presenca de cor-
pos de Heinz e de inclusao.?

Uma vez identificada a cadeia mutante. o gene corres-
pondente é entdo seletivamente amplificado pela reagdo em
cadeia da polimerase (PCR). e seqiienciado.*® A confirmacio
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Amostra de Sangue Total

[ Hematimetria / Contagem de reticulécitos

| Eletroforese em pH Alealino (qualitativ) /
HPLC Troca Catidnica (quali e quantitativo)

Padrées Normais Padréies Alterados
sem queixa clinica \lou padrdes normais com gueixa clinica)

l—‘—|

hemoglobina normal, de 75%.'% Ja a
Hb Itapira foi a variante representa-
da em menor porcentagem, com cer-
ca de 5.5%. porque a mutacio que a
deu origem ocorreu em um alelo o
triplicado (croror=+37) 18

Algumas associagdes inco-
muns foram observadas. Heterozigo-
tos da Hb Porto Alegre sdo geralmen-
te assintomaticos, mas sua concomi-

Eletroforese Teste de ‘ L
pH Acido Solubilidade tancia com a Hb Santa Ana. gerada
por mutacdo de novo. levou a um
: - . quadro clinico de anemia hemolitica
Hb S, C Outras ;
ou D-Punjab* Variantes grave, com necessidade de esplenec-
" : I . | tomia.”” A Hb Icaria, uma variante
Teslas de ‘ RP-HPLC Testes Aransas alongada e instavel de cadeias o. foi
; v : B
insiabiidade (Giobinas) Funcionais Moleculares recentemente encontrada em asso-

*A HbD & confirmada por amplificagéo do gene beta seguida de analise
de restricdo com a enzima Eco RI

** Pesquisa de corpos de Heinz e de corpos de inclus&o intraeritrocitarios,
e testes de instabilidade térmica, em n-butanol e em isopropanol

Figura 1. Representacéo Esquematica da Identificacéo e Caracterizacéo de Variantes Estruturais

da Hb

da mutacdo é feita. sempre que possivel. por analise com
enzimas de restricdo e/ou seqiienciamento da fita oposta de
DNA. além da analise familial. No caso de variantes estrutu-
rais de cadeias o. o sfafus numérico desses genes € ainda
investigado.”®

Finalmente, as propriedades funcionais da molécula
anémala sdo avaliadas pelo método de cinética quimica de
Rossi-Fanelli e Antonini, de 1958, através da curva de
dissociacao da hemoglobina com o O2. da determinacao da
cooperatividade entre as cadeias globinicas e do efeito Bohr.
na auséncia e na presenca de fosfatos organicos .’

Dentre as variantes clinicamente importantes aqui en-
contradas estdo as hemoglobinas Hammersmith, Ziirich. Re-
dondo. Kéln. Indiandpolis, Miami, Hb Sunshine Seth e
Miyashiro. proteinas instaveis que resultam em anemia
hemolitica crdnica de intensidade moderada a grave, as
hemoglobinas Lepore-Baltimore e Lepore-Boston, hibridos
de cadeias § e [} associados a fendtipo talassémico (8f%). a
Hb Florida. constituida de cadeias f com 156 aminodcidos.
hiperinstavel e com fenétipo dominante de talassemia inter-
mediaria. a Hb E. também com fenatipo -talassémico. a Hb
Coimbra e a Pitie-Salpetriere. encontradas em pacientes com
erifrocitose, e as variantes Hasharon e Stanleyville-II, sem-
pre associadas a delecdo -0 e ao correspondente fenétipo
o-talassémico.!™

A Hb Boa Esperanca foi detectada em dois portadores
assintomaticos (doadores de sangue). mas os estudos in
vitro revelaram propriedades funcionais alteradas. compen-
sadas in vive. provavelmente. pela maior propor¢io de

restrigdo / seq. fita oposta

ciacdo com a delecdo —(o)**”. re-
sultando em Doenca da Hb H com
altos niveis das hemoglobinas H e

Confirmacgo: analise

e analises familiais

Bart’s. de 15% e 19%. respectiva-
mente. A Hb Miami foi detectada em
uma crianca heterozigota da talas-
semia B°, o que levou a um quadro
de anemia hemolitica bastante gra-
ve. Esta paciente havia sido primeiramente estudada por
Hoyer ef al.. na Clinica Mayo, nos Estados Unidos.”® A Hb
S. além das associa¢des com as hemoglobinas C e D e com
a talassemia [. foi detectada em interacdo com as variantes
J-Rovigo. Grange-Blanche e Stanleyville-I1."*!"" Estaultima
foi também detectada em associacdo com a Hb Campinas,
uma das variantes novas descritas em nosso laboratorio. A
Hb Rio Claro. outra nova variante. foi encontrada em uma
paciente também heterozigota da Hb Hasharon e. conse-
qilentemente. da talassemia o".*' As hemoglobinas D e J-
Rovigo foram ainda detectadas em concomitancia a
talassernia 3.1

Esses resultados ilustram a expressiva variabilidade
de hemoglobinas presente nas populagdes. Do ponto de
vista clinico. seu correto diagndstico previne procedimen-
tos e esquemas terapéuticos equivocados. particularmente
quando os individuos apresentam microcitose e hipocromia,
ou nos casos de variantes com o mesmo comportamento
eletroforético ou cromatografico daquelas mais freqiien-
temente observadas. como a Hb S. Do ponto de vista bio-
quimico. o estudo das variantes e de suas respectivas subs-
tituigdes de residuos tem fornecido um importante modelo
para a compreensido dos aspectos estruturais e funcionais
desta e de outras proteinas. o mesmo ocorrendo com 0s
genes de globinas e seus sistemas regulatérios. Do ponto
de vista de genética de populagdes. sua investigacido con-
tribui de maneira significativa para o conhecimento da com-
posicdo étnica e dos graus de miscigenagio entre os dife-
rentes grupos populacionais.
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Abstract

Hemoglobin structural abnormalities are among the most commonly
Jound human genetic diseases. The Laboratory of Hemoglobinopathies
in the Clinical Pathology Department of the Medical Sciences School
of the State University in Campinas - Unicamp, Sdo Paulo,

Southeastern Brazil, carried our, in its 27 years of acrivity, about
130,000 diagnoses. As expected, hemoglobins S, C and D were the
most frequently observed variants, but an expressive number of
other abnormal, novel and rare hemaoglobins, was also detected.

These findings are summarized in the present article.. Rev. bras.

hematol. hemoter. 2008;30(4):316-319.

Key words: Hereditary hemoglobinopathies; structural variants;
globin genes; Brazilian population.
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As Hemoglobinopatias Hereditdrias

A anemia falciforme foi a primeira doenca monogénica humana caracterizada ao nivel molecular, por
Linus Pauling e colaboradores, em 1949. Trata-se de uma hemoglobinopatia hereditaria, um grupo de doencas
genéticas, de distribuicdo mundial, causadas por mutagdes nos genes das globinas, a fracdo protéica da
hemoglobina. As hemoglobinopatias representam as formas mais frequentes de anemia hemolitica hereditaria.
Suas bases moleculares sio extremamente diversificadas e incluem desde simples substituigdes de
nucleotideos (SNPs — Single Nucleotide Polymorphisms) até extensas dele¢des que chegam a remover mais de
uma megabase (Mb) de DNA. Tanto a hemoglobina como os genes de globinas sdo importantes modelos para
o estudo de outras proteinas ¢ genes sob os aspectos estruturais, funcionais e de regulacdo génica. Sua
investigacdo tem fornecido, ao longo do tempo, informagdes que t€m levado ao estabelecimento de novos
conceitos na Medicina e na Genética Humana, e contribuido sobremaneira com as areas de Bioquimica,
Biofisica, Genética Molecular e de Populagdes. As alteragdes hereditarias da hemoglobina s3o referenciais no
que tange a compreensdo dos aspectos fisiopatologicos e ao diagndstico, prevencao e tratamento de doencas,

estando entre as primeiras a sofrerem a abordagem das terapias génica e celular.

Hemoglobinas humanas e genes de globinas

As hemoglobinas humanas sdo tetrameros globulares constituidos por duas cadeias polipeptidicas
(globinas) do “tipo o (o ou &) e duas do “tipo B” (e, v, & ou B), cada uma delas ligada a um grupo prostético
heme, que, por sua vez, se liga reversivelmente a molécula de oxigénio (O,). Em elevada concentragdo nos
eritrocitos (640 milhdes de moléculas por célula), a principal fun¢do das hemoglobinas ¢é transportar o O, dos
pulmdes para os tecidos e retornar o CO, dos tecidos para os pulmdes.

Genes distintos, separados em agrupamentos (clusters), sdo responsaveis pela sintese das cadeias
globinicas (Figura 1). Os genes que codificam as cadeias a e £, com 141 aminoacidos, constituem o cluster o,
localizado na regido telomérica do brago curto do cromossomo 16 (16p13.3); ja os genes que codificam as
cadeias f3, 9, y e €, com 146 aminoacidos, compdem o cluster 3, localizado no brago curto do cromossomo 11
(11p15.5). A combinagdo de seus respectivos produtos leva a formagdo das diferentes hemoglobinas,
adaptadas aos diferentes periodos do desenvolvimento humano. Assim, no periodo embrionario, sdo
produzidas as hemoglobinas embrionarias Gower I (£,¢,), Gower II (a,€,) e Portland I (&,7,); estas ddo lugar a
hemoglobina (Hb) Fetal ou F (o,Y,), durante o periodo fetal, que ¢ finalmente substituida pelas hemoglobinas
A (0B,) € A; (020,) na vida adulta. Seis meses apds o nascimento, a HbA ¢é predominante, compondo mais de

95% do total da hemoglobina celular, enquanto a A, se mantém em niveis entre 2-3% e a Fetal entre 0-2%.
As doencgas da hemoglobina

Mutacdes que afetam os genes de globinas originam as hemoglobinopatias. Elas sdo, na maioria das

vezes, de carater autossomico recessivo € levam a producdo de variantes estruturalmente andmalas ou a um
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desequilibrio no ritmo de sintese das cadeias globinicas (as talassemias). Ha, ainda, uma condi¢do benigna —
denominada Persisténcia Hereditaria da Hb Fetal (PHHF) - em que os genes das cadeias y se mantém ativos
na vida adulta.

Os mecanismos moleculares mais comumente relacionados as variantes estruturais sdo a substituicdo,
inser¢do ou dele¢do de um ou de alguns nucleotideos em regides codificantes dos genes de globinas.

Atualmente, ha mais de mil hemoglobinas estruturalmente andmalas descritas (http://globin.cse.psu.edu/),

sendo a mais importante delas, pela freqiiéncia e pelas conseqiiéncias clinicas, a HbS [Bg (A3) Glu>Val], da
anemia falciforme (SS).

As talassemias sdo causadas por mutagdes que levam a redug@o ou auséncia de sintese de um ou mais
tipos de cadeias globinicas, com acimulo do outro tipo cuja sintese estd preservada. Estas, em excesso,
formam agregados instaveis que precipitam e causam alteracdes & membrana dos eritrocitos e a destruigdo
prematura das células. O menor teor de hemoglobina das células resulta em hipocromia e microcitose,
alteragdes hematologicas caracteristicas deste grupo de doencas. As talassemias sdo classificadas conforme
o(s) tipo(s) de cadeia cuja sintese esta alterada (a., f3, v, 9, OB, € YOB). As mais freqiientes sdo as talassemias o,
encontradas em praticamente todas as populagdes investigadas, mas as talassemias [3, embora menos
prevalentes e mais concentradas em determinadas populagdes, t€m maior importancia clinica.

A PHHF pode ser causada por delegdes dentro do cluster B que deixam um ou ambos os genes ¥ intactos,
ou por mutagdes de ponto nas regides promotoras desses genes. Como ndo ha o desequilibrio na sintese
das cadeias, como observado nas talassemias, seus portadores sdo, em geral, assintomaticos. Esta
condi¢do, na verdade, favorece a evolugdo clinica de pacientes talassémicos ou com doengas falciformes,

e seus mecanismos tém sido investigados com objetivos terapéuticos.

Prevaléncias

As hemoglobinopatias estdo entre as doencas monogénicas mais freqiientemente encontradas nas
populacdes, responsaveis por aproximadamente 3,4% dos 6bitos em criangas com até 5 anos de idade (OMS,
2008). Elas acometem principalmente populagdes originarias do continente africano, da regido Mediterranea,

do Sudeste Asiatico e do Oriente Médio.

H4 mais de mil diferentes alelos mutantes caracterizados até o momento, muitos deles relacionados a
manifestagoes clinicas importantes. Destes, como ja mencionado, destacam-se os que causam as doengas
falciformes e as talassemias 3 e a.. Estima-se que o nascimento anual de individuos afetados seja superior a
330.000/ano, dos quais 83% sdo portadores de doencas falciformes e 17% de talassemia (OMS, 2008). No
Brasil, 5 a 10% da populagdo afro-descendente ¢ de heterozigotos da HbS (AS), enquanto 1% da populacdo
caucaséide da regido sudeste é portadora da talassemia . A talassemia o, forma o afeta cerca de 23% dos
brasileiros de descendéncia africana. Tais prevaléncias possivelmente se devem a selegdo positiva exercida
pela malaria nas areas endémicas, seguida de movimentos migratdrios e miscigenacdo racial. Em algumas

. . A . A . S .
regides africanas endémicas, por exemplo, a freqiiéncia do gene 3° chega a ser superior a 40%.
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As Doencgas Falciformes
Mecanismo Molecular

A anemia falciforme ¢ causada pela homozigose do gene P° (B 20 GAG—>GTG); ele codifica as
cadeias [35, que na posicdo 6 tem o acido glutdmico substituido pela valina (B6 Gli=Vahy “A HbS ¢ assim
formada por duas cadeias o normais e duas cadeias B° (a,8°%,). Enquanto a oxi-HbS comporta-se de maneira
similar as hemoglobinas normais, a desoxi-HbS sofre polimerizagdo no interior dos eritrocitos, o que os torna
anormalmente rigidos e ndo deformaveis (hemacias falcizadas), resultando em anemia hemolitica e vaso-
oclusdo, com danos teciduais e dor. Combinagdes da HbS com outras variantes da hemoglobina ou com a
talassemia 3 podem originar quadros clinicos similares ao da anemia falciforme e sdo entdo denominadas
“doencas falciformes” (DF). As mais freqiientes sdo a SC, a SD ¢ a S-f talassemia. Ja os heterozigotos da
HbS (AS) sdo, via de regra, assintomaticos e protegidos da infecgdo pela malaria. Sdo chamados de “tragos

siclémicos”.

Manifestacées Clinicas e Moduladores Genéticos de Gravidade

Os efeitos pleiotropicos do gene B° incluem anemia hemolitica cronica, de intensidade moderada ou
grave, episodios dolorosos e intermitentes de vaso-oclusdo, risco permanente de infecgdes como resultado de
auto-infarto esplénico, sindrome toracica aguda, hipertensdo pulmonar, particularmente em adultos, acidentes
vasculares cerebrais (AVCs), priapismo, retinopatia ¢ danos cumulativos em multiplos 6rgdos. Inflamagao,
ativacao do endotélio, alteracdes da membrana eritrocitaria, adesdo de leucocitos, ativacao plaquetaria e da
coagulacdo e biodisponibilidade reduzida de fatores vaso-ativos, como o 6xido nitrico (NO), se somam as
propriedades anormais da HbS, contribuindo para a ocorréncia e gravidade dos fendmenos vaso-oclusivos.

Embora o defeito molecular seja o0 mesmo, os pacientes apresentam uma grande heterogeneidade
clinica, sugerindo a influéncia de outros fatores genéticos e também ambientais na modulagdo da doenca.
Entre os moduladores genéticos mais conhecidos estdo a talassemia o € os niveis de HbF. Na talassemia a, a
reduzida disponibilidade de cadeias o leva a uma concentragdo intracelular menor de HbS. Os pacientes
apresentam menor grau de hemolise e de anemia e maior vida média quando comparados aos nao
talassémicos. Niveis mais elevados de HbF também contribuem para uma evolugéo clinica mais positiva,
com maior expectativa de vida. As razdes ainda ndo estdo totalmente elucidadas mas experimentos in vitro
demonstraram que os hibridos a,yp® ndo sofrem polimerizagao.

Muitos fatores parecem ser capazes de influenciar as concentragdes de HbF nos eritrécitos; os mais
estudados sdo a presenca simultanea de PHHF e os diferentes haplotipos do cluster  (conjunto de
polimorfismos distribuidos ao longo do cluster). Entre eles, os haplétipos Camardes e Indiano estdo
associados a evolugdes clinicas mais favordveis, enquanto o haplotipo CAR se correlaciona a maior
gravidade da doenga. Alguns SNPs presentes no mesmo /ocus, como o polimorfismo C—T reconhecido pela

. © o~ G, ;
enzima de restricdo Xmn [ no gene "y, ou em outros loci, como aqueles recentemente encontrados nos

204



cromossomos 6 (6q23) e 2 (2p15), tém também sido relacionados a modulagdo da produgdo de HbF (Figura
2).

Além dos acima descritos, polimorfismos em genes relacionados a inflamagdo, as interagdes
intercelulares e a biologia do ¢xido nitrico vém igualmente sendo investigados. Sdo exemplos os genes HLA-
DRB1*03 e HLA-DRB1*02, do sistema HLA, o primeiro associado a uma maior tendéncia aos AVCs ¢ o
segundo a um efeito mais protetor, e o antigeno plaquetario HPA-5b, relacionado ao risco de complicacdes
vasculares nas DF.

Diagndéstico

O diagnostico laboratorial das DF ¢ bastante simples. Ele ¢ realizado através de técnicas que se
baseiam principalmente na carga elétrica das variantes, como a eletroforese, a focalizagdo isoelétrica e a
cromatografia liquida de alta performance (HPLC — high performance liquid chromatography). No caso da
Hb S, os testes de falcizacdo e de solubilidade da desoxi-HbS em tampao fosfato de alta molaridade podem
ser empregados na confirmacdo e/ou triagem de portadores. A Espectrometria de Massas em Tandem (EMT)
¢ um outro método que, apesar do custo ainda elevado, pode realizar, com bastante precisdo e rapidez, a
identificagdo das variantes, sendo uma promissora técnica para ampla aplicagdo futura, principalmente em
testes para triagem de hemoglobinas anomalas em neonatos, ja que a detecgdo precoce das DF é fundamental
para a redugdo da morbidade e mortalidade dessas doencas. Qualquer que seja 0 método de escolha, cumpre

enfatizar que o estudo familial ¢ de suma importancia para o estabelecimento final do diagnéstico.

Técnicas moleculares tém sido mais reservadas ao diagndstico pré-natal da AF, que pode ser feito a
partir de amostras de DNA extraidas de células fetais do liquido amnidtico, da vilosidade coridnica ou do
plasma materno. As varias estratégias propostas se baseiam na rea¢do em cadeia da polimerase (PCR) para
amplificacdo do gene da globina 3, seguida de analise dos produtos por enzimas de restri¢ao. Plataformas do
tipo microarrays, para detec¢do das mutagdes mais comuns, também ja estdo disponiveis e, em futuro
proximo, poderdo substituir o diagndstico convencionalmente realizado.

Tratamento e Progndstico

O tratamento cléssico das DF inclui a terapéutica dos episodios agudos (crises de falcizacao) e das
infecgdes, e 0 uso profilatico de penicilina e da vacinag@o contra pneumococos e Haemophilus influenzae do
tipo b, microrganismos encapsulados aos quais criangas com DF sdo especialmente susceptiveis.

Varias drogas tém sido testadas com o objetivo de reativar os genes y e elevar a producdo de HbF,
como a 5-azacitidina, o butirato de sddio e a hidroxiuréia (HU). Esta tltima é, até o momento, a Unica
aprovada para uso em pacientes com DF, mas seu exato mecanismo de acdo ainda ndo é completamente
conhecido. E possivel que, por ser uma droga mielossupressora, seus efeitos ndo se devam somente ao
aumento dos niveis de HbF, mas também a redu¢do do nimero de leucdcitos e do estado inflamatdrio. Além
disso, a HU parece afetar o grau de hidratacdo das hemacias, a ades@o ao endotélio e a producao de NO.
Pacientes que recebem essa droga apresentam menores contagens de reticuldcitos circulantes e menor niimero
de células densas. Varios estudos multicéntricos tém demonstrado que ela diminui eficientemente a

freqiiéncia de crises dolorosas, de ocorréncias de sindrome toracica aguda e de necessidade de transfusdes
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sanguineas, reduzindo a mortalidade em cerca de 40%. Apesar disso, em relagdo a populacdo pediatrica, seus

efeitos no longo prazo e, particularmente, seu potencial carcinogénico, ainda ndo estdo bem estabelecidos.

I3

A opcao de cura para quem tem um doador compativel na familia é o transplante alogénico de
c¢lulas hematopoéticas, que apresenta uma taxa de sobrevivéncia superior a 90% e de sobrevivéncia livre de
eventos de 85%. O maior sucesso ¢ obtido em pacientes com idade inferior a 16 anos, porque estes inda ndo
acumularam as disfunc¢des organicas que reduzem as chances de éxito dos transplantes feitos em pacientes
mais velhos. Uma alternativa que se revela bastante promissora ¢ o transplante de células hematopoéticas de
sangue de corddo umbilical de doadores relacionados. Nesse sentido, um grande niimero de bancos de sangue
de corddo umbilical tém sido implantados em todo o mundo.

Outras terapias anti-falcizantes, como o poloxdmero surfactante 188, que aumenta a solubilidade da
HbS e reduz a viscosidade sanguinea, e de anti-adesdo, como os polissacarideos anidnicos, as IgG e anti-
inflamatorios como as estatinas, tém sido testados quanto a capacidade de reducdo dos eventos de vaso-
oclusdo. Agentes que melhoram a hidratagdo das hemadcias e, com isso, aumentam os niveis de hemoglobina,
como o clorotrimazol, que bloqueia o canal de Gardos, e a suplementagdo oral de magnésio, vém sendo
testados em modelos animais com sucesso e também constituem uma possibilidade promissora. Ha ainda os
farmacos doadores de NO, como, além da HU, a L-arginina (via oral) e o nitrato de sddio (por inalagdo), cujas
dificuldades de manuseio ainda ndo estdo bem resolvidas, os agentes que reduzem a produgdo de ROS, como
a xantina oxidase, e as drogas que limitam a adesdo celular ao endotélio. O sildenafil amplifica a resposta de
NO na musculatura vascular e vem sendo testado em ensaios clinicos para tratar a hipertensdo pulmonar na
AF. A possibilidade de causar priapismo nos pacientes masculinos, no entanto, ainda ¢ um receio.
Experimentos recentes e in vitro t€m demonstrado que, na presenga de doadores de NO como o nitroprussiato
de sodio e a dietilaminaNANOato (DEANO), a adesdo dos neutréfilos a fibronectina e a proteina ICAM-1,
aumentada nas DF, torna-se significativamente menor, o que indica que farmacos capazes de aumentar a
biodisponibilidade de NO podem representar uma terapéutica futura para os pacientes com DF.

Vetores retrovirais que poderiam se integrar permanentemente no genoma das células tronco
hematopoéticas e corrigir a mutag@o ou seus efeitos também vém sendo testados em modelos animais. Entre
as principais dificuldades da terapia gé€nica estdo a obtengdo de integracdo dos vetores nesse tipo celular e de
uma maior estabilidade viral. O silenciamento do gene P° por RNA de interferéncia (RNAi), ou a
recombina¢do homologa para substitui¢do do gene [35 pelo gene BA, ainda dependem de um aprimoramento
dos métodos de transferéncia génica e de comprovagdo em modelos animais.

Uma técnica que se encontra em fase inicial de experimentagdo é a de reprogramacao celular, em que
as terapias génica e celular aparecem associadas. Mediada pelo estimulo de células pluripotentes, ela
permitiria a corregdo ex-vivo da mutagdo, que seria entdo seguida do transplante das células “geneticamente”

corrigidas.
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As Talassemias o

Mecanismos Moleculares

A primeira descrigdo clinica da talassemia o ocorreu em meados de 1950 por dois pesquisadores
independentes, Rigas e Gouttas, nos Estados Unidos e na Grécia, respectivamente. Eles descreveram uma
forma de anemia microcitica e hipocromica em pacientes que ndo apresentavam aumento das concentracdes
das hemoglobinas A, e F, mas niveis variaveis de uma hemoglobina de migragdo rapida, posteriormente
denominada HbH, um tetrdmero de cadeias 3 normais.

Em 1958 veio a segunda indicagdo da existéncia de talassemia o, quando Ager e Lehmann
descobriram a Hb Bart’s em um RN talassémico. Bart’s ¢ a forma abreviada com que o St. Bartholomew’s
Hospital, de Londres, é conhecido. A Hb Bart’s € constituida por quatro cadeias vy, sendo a contrapartida fetal
da HbH. Um ano depois, Ingram & Stretton sugeriram que duas formas de talassemia, o e 3, resultariam da
produgdo deficiente das referidas cadeias. Somente em 1965, porém, Weatherall proveu as evidéncias
experimentais dessa hipotese, demonstrando, através da sintese in vitro de hemoglobina, o desequilibrio na
producdo das cadeias a e 3 nos reticuldcitos de individuos talassémicos.

Somente a partir da década de 1970, com o advento da Biologia Molecular, a estrutura e organizagao
dos genes o puderam ser compreendidas. Eles sdo duplicados (o, € o) e estdo localizados no brago curto do
cromossomo 16 (16p13.3); codificam cadeias o idénticas, uma vez que as divergéncias entre ambos ocorrem
em regides ndo codificantes. O gendtipo o normal € representado por oo/aat.

A causa mais freqiiente de talassemia a sdo as delecdes, que podem remover um ou ambos 0s genes o
no genoma haploide (alelos o e a’, respectivamente). Da combinagdo desses alelos resultam cinco diferentes
genoétipos talassémicos: -o/aa, -o/-a, --/aa, --/-o € --/--. Os trés primeiros ndo ocasionam manifesta¢des
clinicas ou hematologicas importantes; a presenca de um unico gene o no genoma dipldide corresponde a
Doenga da HbH, uma anemia hemolitica cronica de intensidade moderada ou grave, e a auséncia completa
dos genes o leva a Hidropisia Fetal por Hb Bart’s, quadro sindromico clinicamente muito grave e, em geral,
incompativel com a vida devido aos elevados niveis de Hb Bart’s, variante com elevada afinidade pelo O,.

A formagdo de alelos o é causada pelo pareamento incorreto dos cromossomos 16 durante a meiose,
com consequente crossing over desigual e formagdo de um cromossomo com apenas um dos genes ¢ outro
com genes a triplicados. Os pareamentos incorretos sdo favorecidos pelo alto grau de homologia que existe
entre as regides que contém os genes o nos cromossomos 16. A delegdo que mais comumente causa a
talassemia o remove 3,7 Kb de DNA deixando um unico gene a funcional, um hibrido a,-a;, que contém a
porcao inicial (5’) do gene a, e a porgdo final (3”) do gene o, (delegdo -, rightward deletion).

J4 a talassemia o ¢ oriunda de eventos de recombinagio nio homoldga, sendo as as delegdes - e -

(a)**?, freqiientes na regiio Mediterranea, e -->-, no Sudeste Asiatico, as mais comuns.

Delecdes envolvendo o a-MRE (a-Major Regulatory Element, ou HS-40), o principal elemento

regulatério dos genes a, localizado a 40 kb do cluster em direcdo ao telomero do braco curto do cromossomo
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16, sdo responsaveis por uma forma bastante rara de talassemia o, com apenas alguns casos esporadicos na
literatura (Figura 3). Elas afetam a expressdo dos genes o, que, no entanto, encontram-se estruturalmente
intactos. Essas alteracdes tém sido detectadas em associa¢io com dele¢des o em casos de doenga da HbH em
que os pacientes apresentam trés genes d.
. ~ . . . T ~
As talassemias o ndo-delecionais, representadas genericamente por o, sdo menos frequentes e
ocasionadas por muta¢des de ponto ou pequenas delecdes que interferem no processamento, na traducdo do

Hphl

mRNA ou na estabilidade da variante. Entre as mais comuns estdo a mutagdo o © o, uma deficiéncia de 5

nucleotideos envolvendo o sitio doador de splicing do primeiro intron do gene oy, ¢ as formas oo e

oo™ causadas por mutagdes no codigo de iniciacdo da cadeia, nos genes a, € o, respectivamente. Elas
podem ser detectadas pela andlise com as respectivas enzimas de restri¢do.

Mutagoes na AHSP (A4lpha-Hemoglobin Stabiling Protein) podem também resultar em talassemia
o. Esta proteina é uma chaperona que forma complexos estaveis com as cadeias o recém-sintetizadas,
impedindo sua precipitagdo. Ainda, alteracdes no grupo heme, bem como nos complexos protéicos que se

ligam a regido 3’ ndo traduzida (3°-UTR) do cluster o e sdo responsaveis pelo processamento e estabilizagdo

dos transcritos dessas cadeias, embora mais raras, comegam a ser investigadas.

Manifestagoes Clinicas

A heterozigose da talassemia o, (-a/o) resulta em uma talassemia clinicamente silenciosa, que por
seu carater assintomatico, pode ndo ser detectada por técnicas laboratoriais convencionais, ja que o perfil
hematologico e a analise de hemoglobinas dos portadores pode ndo revelar nenhuma alteragdo, a ndo ser a
presenga de 1 - 3% de Hb Bart's ao nascimento e, em alguns casos, uma discreta hipocromia e microcitose na
vida adulta. J4 a heterozigose da talassemia a’ (--/ac), assim como a homozigose da talassemia o' (-o/-a),
correspondem a microcitose e hipocromia mais acentuadas e a presenga de 5 a 10% de Hb Bart's ao
nascimento. Nesses trés casos, a HbH formada na vida adulta é rapidamente proteolisada pela célula e nao
chega, normalmente, a ser detectada ou causar dano hematologico.

A homozigose da talassemia o’ (Hidropisia Fetal por Hb Bart's) é a forma mais grave das sindromes
talassémicas, sendo causa constante de abortos ou morte logo apds o nascimento em populacdes onde a
talassemia o tem alta prevaléncia. Nesse caso, a eletroforese mostra a presenga de quase 100% de Hb Bart's,
com pequenas quantidades de Hb Portland e tracos de HbH. A elevada propor¢ao de Hb Bart's causa intensa
hipoxia tecidual e anemia grave, com hepatoesplenomegalia, ascite e hidropisia, resultando em morte fetal ou
neonatal somente evitada por transfusdes sangiiineas intra-utero regulares.

A Doenga da HbH (--/-a) manifesta-se clinicamente de maneira variavel. Os pacientes apresentam
alteragdes hematologicas pronunciadas (hipocromia, microcitose e pecilocitose moderadas, hemacias
policromatofilas, hemacias em alvo), anemia hemolitica cronica e esplenomegalia. Outras complica¢des
clinicas podem ocorrer, como infecgdes (principalmente apds esplenectomia), calculos biliares, deficiéncia de
acido folico e episddios de hemolise aguda em resposta a tratamentos com drogas oxidantes. A Hb Bart's

compde cerca de 25 a 30% do total de hemoglobina ao nascimento, sendo substituida nos primeiros meses de
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vida pela HbH (de 5 a 30% em média na vida adulta). A HbH precipita nas hemacias, formando agregados
que lesam a membrana celular e causam hemolise precoce. Como as cadeias a integram tanto a HbF como a
HbA, as manifesta¢cdes da doenca podem ocorrer na vida intra-uterina, no recém nascido e no adulto. A
gravidade do quadro clinico depende da quantidade de HbH produzida. Na maioria das vezes, a doenca ¢
causada pela concomitancia de uma delecdo o” com uma delegdo o’ (--/-o), mas a associagao de uma delecao
com uma forma ndo delecional resulta geralmente em quadros clinicos mais graves, com niveis mais elevados
de HbH. A explicagdo para isso é que o gene o remanescente, quando da ocorréncia de delegio o,
possivelmente aumenta de maneira compensatoria sua expressdo, o que ndo ocorre quando ambos os genes
estdo presentes, embora um deles esteja inativado. Por outro lado, mutagdes que afetam os genes o, levam a
quadros mais severos do que aquelas envolvendo os genes o, porque os primeiros tém expressdo de duas a

trés vezes maior do que aquela apresentada pelos genes a.;.

Diagnéstico

A Hidropisia Fetal por Hb Bart’s ¢ diagnosticada por niveis superiores a 80% de Hb Bart’s em
sangue periférico ou de corddo umbilical. A Doenca da HbH ¢é reconhecida laboratorialmente pela presenca
da HbH em amostras de sangue periférico. Ja a heterozigose e a homozigose da talassemia o e a heterozigose
da talassemia o s6 podem ser diagnosticadas com seguranga por técnicas moleculares, que sdo também
empregadas no diagndstico pré-natal e na determinagao das bases moleculares da doenga de HbH.

As dele¢des mais comuns podem ser detectadas pela técnica de gap-PCR simples, ou em reagdes
multiplex, com a utilizagdo de iniciadores que flanqueiam as regides deletadas. Esta estratégia, no entanto,
identifica apenas muta¢des ja conhecidas. A técnica de MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification), descrita em 2002 ¢ aplicada ao estudo das hemoglobinopatias a partir de 2005, vem sendo
empregada na caracterizacdo de novas delecdes, particularmente daquelas de grande extensdo, com inclusdo
ou ndo do elemento regulatério HS-40. Ela consiste na ligacdo e amplificacdo, através da reacdo de PCR, de
sondas, marcadas com fluorocromos, que se ligam a regides especificas do DNA. Cada par de sondas gera um
produto de comprimento Unico, passivel de ser analisado por eletroforese capilar.

Analise dos produtos de PCR com enzimas de restrigdo ou reagdes de amplificacdo alelo-especificas
sdo as estratégias mais usadas no diagnostico das talassemias o ndo delecionais ja conhecidas, enquanto o
sequenciamento direto dos genes a, seletivamente amplificados, ¢ o método usado para identificacdo de
mutagdes novas ou raras, sendo possivel selecionar previamente o éxon mutado por técnicas de triagem como
o SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) ou o dHPLC (Denaturing High Performance Liquid
Chromatography).

A quantificagdo da expressdo dos genes o por PCR quantitativo em Tempo Real (QRT-PCR) torna
possivel o diagnostico mesmo quando os gendtipos ndo estdo esclarecidos. A comparacdo dos niveis de
expressdo desses genes em relacdo aos do gene B pode ser feita através de reagdes individualizadas ou

multiplex.
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Talassemia Alfa e Retardo Mental

As sindromes ATR-16 e ATR-X representam duas formas de talassemia o associada ao retardo
mental. A primeira resulta de delecdes que removem a extremidade do braco curto do cromossomo 16, onde
se encontra o elemento regulatorio a-MRE e genes relacionados ao retardo mental. Os fenétipos variam de
talassemia o com discreto ou moderado retardo mental a um amplo espectro de dismorfismos e
anormalidades do desenvolvimento. E possivel que os genes removidos sejam responsaveis pela produgio de
proteinas cujos efeitos sejam criticamente dependentes da quantidade produzida.

A sindrome ATRX resulta de alteragdes no gene de mesmo nome, ligado ao cromossomo X,
responsavel por uma proteina envolvida no remodelamento da cromatina, regulatoria da expressdo génica. As
criancas afetadas sdo sempre do sexo masculino e apresentam retardo mental grave, padrdes similares de
dismorfismo facial, anormalidades urogenitais, e uma forma ndo comum e mais discreta de Doenca de Hb H.
Como todas as mutagdes nesse gene levam a talassemia o, ¢ possivel que dessa proteina dependa a correta
expressdo dos genes a.

Talassemia Alfa Adquirida

Uma forma rara e atipica de Doenga da HbH pode ser adquirida no curso das pré-leucemias e
doencas mieloproliferativas. Os pacientes sdo em sua maioria homens, e a quantidade de HbH produzida é
bastante heterogénea. H4, no sangue periférico, concomitancia de reticuldcitos com producdo normal de
cadeias a e reticulocitos que ndo produzem absolutamente nada, o que indica a origem clonal da doenga. A
reducdo nos niveis de expressdo dos genes o parece ser ocasionada pela supressao da transcri¢ao dos genes a,
uma vez que rearranjos ou delecdes nesses genes ndo tém sido observados nas células pré-leucémicas, nem

tampouco alteragdes no processamento pods transcricional do RNA ou na hipometilagdo dos genes a.

Tratamento e Progndstico

A abordagem terapéutica da doenca de HbH ¢ similar aquela empregada nas talassemias 3 e depende
da gravidade das manifestacdes clinicas, como exposto em detalhes no proximo tépico. A Sindrome da
Hidropisia Fetal por Hb Bart’s pode ser tratada com transfusdes intra-uterinas periodicas e transplante de
medula 6ssea/células hematopoiéticas apds o nascimento. O sucesso desses procedimentos, no entanto, tem
sido relativo.

Um maior conhecimento sobre os mecanismos regulatorios que controlam a expressdo dos genes o ¢

ainda necessario para que se possa propor novas alternativas.

As Talassemias B

Mecanismos Moleculares

As talassemias B (reducdo ou auséncia de sintese das cadeias B da hemoglobina) sdo importantes causas de
anemia microcitica e hipocromica e, diferentemente da anemia por deficiéncia de ferro ou das talassemias o,

ocorrem com aumento dos niveis de Hb A, nos heterozigotos e de HbF nos homozigotos. Os diferentes
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quadros clinicos resultam da combinacdo de alelos B~ (auséncia de expressao) e B (reducdo de expressdo), o
ultimo com grau de expressdo bastante variavel, a depender da regido do gene afetada pela mutagdo: ha alelos
+ N ~ . . , .
B~ que correspondem a producdo quase normal de cadeias [, enquanto outros ficam muito proximos dos
0 o 0,0 0n+ +n+ ~ . N , . .
alelos B~. Os genotipos BB, BB e PP estdo associados as formas clinicas mais graves da doenga,
. . . o . 0 + .
talassemia maior e intermediaria, enquanto os heterozigotos B~ € BB representam a talassemia menor ou o
traco talassémico 3. Mutagdes de ponto em regides ndo codificantes do gene 3 sdo as causas mais freqiientes.

Delegdes, como aquelas que causam as talassemias o, sdo raras aqui.

As talassemias 3 sdo mais comumente encontradas em populagdes oriundas da regido Mediterranea e do
Sudeste Asiatico, com cerca de 200 alelos mutantes descritos at¢ o momento. Cada populagdo tem o seu
espectro proprio, com um ou alguns alelos predominantes. Na populagdo caucasoide brasileira, a freqiiéncia
média de portadores ¢ de aproximadamente 1%; os alelos [3039 (C>T), B*-IVS-1-6 (T>C), B*-IVS-I-110
(G>A) e BO-IVS-I-‘I (G>A) respondem pela quase totalidade dos casos nas regides sul e sudeste, enquanto
o alelo p™-IVS-I-5 (G>C), além dos primeiros, corresponde a 9,3% dos alelos P-talassémicos na regido
nordeste. A mutagdo [3039, que atinge freqiiéncias entre 50 e 60% no sudeste brasileiro, ndo chega a 5% na

regido nordeste, sendo a mutagdo B*-IVS-I-6 a predominante nas populagdes investigadas.

Manifestagbes Clinicas

A produgdo deficiente de cadeias [ durante a eritropoese resulta em anemia. As cadeias o, em
excesso, formam agregados instadveis que lesam a membrana e causam a destruicdo prematura das células,
processo que ocorre tanto nos precursores eritroides imaturos (eritropoiese ineficaz), quanto nas células
maduras (hemolise). A eritropoiese ineficaz ¢ mediada por apoptose: as células em morte programada
sinalizam aos macrofagos e sdo fagocitadas. As hemacias que chegam a circulagdo carregam inclusdes,
majoritariamente constituidas de hemicromos formados pela oxida¢do das subunidades de cadeias o, que
interagem na membrana com as proteinas 4.1, anquirina e espectrina e acabam por levar a hemolise
extravascular, principalmente no bago.

Clinicamente, as talassemias P sdo classificadas em menor (heterozigose das formas B’ ou B*, ou
traco talassémico [3, onde os individuos sdo geralmente assintomaticos, podendo apresentar anemia em
situacdes como na infancia, na gravidez e no estresse); em maior (homozigose B°B° ou dupla-heterozigose
BO[T, também conhecida como anemia de Cooley, ou do Mediterraneo, que corresponde a anemia grave, com
dependéncia de transfusdes sangiiineas regulares); e em intermediaria (homozigose B'B" ou dupla
heterozigose BB”, constituida dos fendtipos clinicos intermediarios entre o trago talassémico e a talassemia
maior).

Na forma maior, ha anemia grave, com consequente expansdo da eritropoese extramedular e

anormalidades dsseas, esplenomegalia, compressao da medula espinhal e retardo do crescimento. A hemolise
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intensa ocasiona litiase, Ulceras de perna e hipertensdo pulmonar. As transfusdes sangiiineas cronicas levam
ao acumulo de ferro em tecidos vitais como o coragéo, o figado e os rins, e causam a pigmentagdo escura e
metalica da pele, diabetes e outras altera¢des enddcrinas, cirrose, arritmias cardiacas e miopatia, principais
causas de morte. Hipercoagulabilidade ¢ também uma complicagdo. Uma parte dos pacientes pode ainda ser
portadora de doengas infecciosas, como possivel complicacdo das transfusdes cronicas.

A talassemia [} intermedidaria estd associada a uma anemia hemolitica de menor gravidade que a
acima descrita, com niveis de hemoglobina total entre 7 ¢ 9 g/dL. Aqui, as transfusdes sanguineas, se
necessarias, sdo esporadicas. Com o aumento da idade, algumas complicagdes, como anormalidades Osseas,
retardo do crescimento, infertilidade, sobrecarga de ferro tecidual e hipercoagulabilidade podem também
ocorrer, assim como osteoporose e hipertensao pulmonar grave. As complicagdes trombdticas, por outro lado,
sdo mais freqiientes do que em pacientes com talassemia maior regularmente transfundidos.

A talassemia minor ¢ geralmente assintomatica e associada a anormalidades da morfologia
eritrocitaria, com uma discreta anemia hipocrdmica e microcitica que ocorrre mais comumente na infancia, na
gravidez, ou em situagdes estresse fisioldgico. O diagnostico do estado heterozigdtico da talassemia 3 €
particularmente importante para o aconselhamento genético e para a prevencao de administracio iatrogénica

de compostos ferrosos aos portadores.

Moduladores Genéticos de Gravidade

A talassemia o ¢ aqui também um modulador genético de gravidade que, como nas sindromes
falciformes, melhora a evolugdo clinica dos pacientes. Por outro lado, o excesso de cadeias oo em individuos
que tém a triplicagdo ou quadruplicagdo desses genes tende a influenciar negativamente a progressao clinica
da talassemia [, que em heterozigotos simples passa a apresentar-se clinicamente como talassemia
intermediaria.

Mutacdes que resultem em niveis mais elevados de HbF podem igualmente contribuir para uma
reducdo da gravidade da doenga, enquanto alteragdes na proteina AHSP parecem produzir um fenotipo

talassémico mais exacerbado.

Diagndéstico

Os heterozigotos da talassemia B (BB’ ou BP) podem ser diagnosticados laboratorialmente pela
elevagdo dos niveis da HbA,, com ou sem um discreto aumento da concentra¢do de HbF. Eles sdo
indistinguiveis. J& os homozigotos BOBO apresentam somente as hemoglobinas A, e F (cerca de 98%),
enquanto os homozigotos B'B" e duplos-heterozigotos BOB+ possuem uma propor¢do de HbF, em relagdo a
HbA, que varia de 40 a 70%, a depender do grau de expressio dos alelos B*. Como nas demais
hemoglobinopatias e em todas as doengas genéticas, o estudo familial ¢ fundamental.

O diagnoéstico molecular tem sido realizado no periodo pré-natal ou quando se deseja esclarecer as
bases moleculares da doencga, para fins de aconselhamento genético, por exemplo. Varias técnicas tém sido

empregadas para deteccdo das mutagdes mais freqiientes, como a analise com enzimas de restrigdo ou as
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plataformas de microarrays. Para mutagdes novas ou raras, o sequenciamento direto dos genes 3 ¢ o método
de escolha. O MLPA pode também ser empregado na investigacdo de dele¢des no cluster 3, sendo esta uma

causa mais rara deste tipo de talassemia.

Tratamento e Progndstico

A manutencdo de niveis minimos de hemoglobina entre 9,5-10 g/dL requer terapia transfusional
regular; como conseqiiéncia, torna-se necessaria a administra¢do de quelantes de ferro, como a
desferroxiamina ou outros quelantes orais, acompanhada do monitoramento da sobrecarga de ferro através da
medida dos niveis séricos de ferritina, da avaliacdo do acumulo de ferro cardiaco por ressonancia magnética
T2*, e de adequado suporte enddcrino.

Embora a desferroxiamina seja ainda o tratamento quelante de escolha, novos agentes vém sendo
testados, como a deferiprona, uma droga de administracdo oral que penetra na membrana celular e elimina
espécies intracelulares toxicas de ferro. Apesar do relato de alguns efeitos adversos, ela parece ser mais
efetiva na remocao do ferro depositado no coracdo. A associa¢do dessas duas primeiras drogas também vem
sendo testada e pode ser uma opg¢ao bastante promissora. Ainda, o deferasirox, um quelante oral recentemente
aprovado nos Estados Unidos e no Brasil, pode ter eficacia equivalente a da desferroxiamina, embora os
efeitos colaterais no longo prazo ndo sejam ainda conhecidos.

A manipulagdo do metabolismo de ferro podera ser, futuramente, uma op¢ao terapéutica importante
nas talassemias . A hepcidina ¢ um pequeno peptideo, produzido pelo figado em altas concentra¢des durante
as infeccdes, que inibe a absorcdo intestinal de ferro, impedindo assim sua utilizagdo pelos agentes
infecciosos. A administracdo de hepcidina sintética, ou mesmo de agentes que aumentem sua expressao,
poderia contribuir para um melhor controle da absor¢do deste metal. A Figura 4 traz uma representagao
esquematica dos mecanismos envolvidos na quela¢do de ferro pelos quelantes mencionados ¢ na acdo da
hepcidina.

As concentragdes de hepcidina normalmente se elevam quando os estoques de ferro estdo
aumentados. Em pacientes com talassemia maior ou intermedidaria, € no modelo de camundongo talassémico,
porém, os niveis dessa proteina estdo diminuidos. Tem sido recentemente demonstrado que, nessas condicdes,
ha uma maior expressdo do fator GDF15, um fator de diferenciacdo do crescimento pertencente a uma
superfamilia de moléculas (TGFB) identificadas como regulatorias da expressdo de hepcidina. Novamente, a
administracdo deste fator ou de agentes que promovam sua maior expressdo, poderia se transformar
futuramente em importante recurso terapéutico.

Terapias que pudessem suprimir a expressao dos genes o poderiam auxiliar na reducdo da gravidade
clinica da doenca, j4 que estratégias para aumento da produ¢do de HbF ndo tém sido bem sucedidas na
talassemia 3. Mas, para essa finalidade, a regulagdo da expressdo dos genes de globinas precisa ainda ser
melhor esclarecida.

Antioxidantes que possam proteger a membrana celular, como as vitaminas C e E, tém também sido

testados, ainda sem resultados conclusivos em humanos.
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A Ttnica possibilidade de cura existente até o momento é o transplante alogénico de células tronco
hematopoiéticas de doadores relacionados e HLA-compativeis. Como nas sindromes falciformes, os melhores
resultados estdo em pacientes mais jovens, que ainda ndo acumularam os danos teciduais e organicos daqueles
com idades mais avangadas.

Como nas DF, a terapia génica, com transferéncia do gene [ normal para células tronco
hematopocéticas através de vetores virais que se integrem no genoma hospedeiro, e a utilizagdo de RNAs de
interferéncia, para reducdo da expressdo dos genes a e promocao do aumento da expressdo dos genes f3, vém
sendo testadas in vitro € em modelos animais e sdo possibilidades promissoras para o tratamento ¢ melhor

prognostico da doenga.
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ABSTRACT

Background. o-Thalassemia («-Thal) has been poorly cha-
racterized at the molecular level in Mexico. Methods. 106 con-
secutive individuals identified in Laboratorios Clinicos de Pue-
bla, with either hypochromia (MCH < 24 pg) and/or
microcytosis (MCV < 75 fl in women or < 80 fl in man),
without iron deficiency, with or without anemia were investi-
gated in this study, along a 16 month-period. o and B-Thal
were looked for, the former were characterized at the molecu-
lar level. Results. Out of the 106 consecutive cases with
hypochromia and/or microcytosis and normal levels of proto-
porphyrin zine complex, 48 cases (45.3%) had thalassemia (37
cases of B-Thal and 11 cases of a-Thal), whereas in 58 cases
(54.7%) a definite diagnosis could not be established. Of the a-
Thal cases, 8 were heterozygous and two were homozygous
for the —*7 deletion, whereas one case was heterozygous for
the o289k gllele. Conclusions. Only few of the a-Thal alleles
tested were found, thus the a-thalassemic mutations, present
in the studied population, seem to be rather heterogeneous.

Key words. Thalassemia. Anemia. Mexico.

INTRODUCTION

The thalassemias result from deficient synthesis of
one or more of the polypeptide chains of the normal hu-
man hemoglobin; this primary feature is a quantitative
one and contrasts with the qualitative changes of hemo-
globin structure that characterize the hemoglobinopa-
thies.! Thalassemia is considered one of the most com-
mon genetic disorders worldwide: As far as f—Thal is
concerned, about 3% of the world’s population (180 mi-

Caracterizacion molecular de
talasemia alfa en una poblacién mexicana

RESUMEN

Antecedentes. En México, la a-talasemia (a-Thal) ha sido
pobremente caracterizada a nivel molecular. Métodos. Se
estudiaron 106 individuos consecutivos identificados en los
Laboratorios Clinicos de Puebla, con hipocromia (CMH < 24
pg) ylo microcitosis (VCM < 75 fl en mujeres o 80 fl en hom-
bres), sin deficiencia de hierro, con o sin anemia, duranle
un periodo de 16 meses. Se investigaron oy B-Thal; las pri-
meras fueron caracterizadas a nivel molecular. Resultados.
De los 106 casos consecutivos estudiados con hipocromia ylo
microcitosis, y niveles normales del complejo de protoporfi-
rina-cinc, 48 casos (45.3%) tenian talasemias (37 de ellos f-
Thal y 11 o-Thal), mientras que en 58 casos (54.7%) no pudo
establecerse un diagndstico definitivo. De las talasemias ¢,
ocho casos eran heterocigotos y dos homocigotos para la de-
lecién —o7, mientras que sélo un caso resulté heterocigoto
para el alelo o27°*, Conclusiones. De los alelos o-Thal estu-
diados sélo se encontraron algunos, de lo que se infiere que
en la poblacién estudiada esas mutaciones parecen ser bas-
tante heterogéneas.

Palabras clave. Talasemia. Anemia. México.

llion people) carry B—Thal genes,? these genes being par-
ticularly prevalent in inhabitants of Italy and Greece,
the highest prevalence of the carrier state being found
in Sardinia (34%), the delta region of the Po river near
Ferrara (20%) and Sicily (10%). The prevalence of the
carrier state of B—Thal in Mexico is not low and the-
re are data which suggest that the condition is not
infrequent;*? in addition, clusters of the condition in
our country with a prevalence of up to 15% have been
identified,®? with data which suggest that p—Thal genes

Revista de Investigacion Clinica / Vol. 58, Nim. 3 / Mayo-Junio, 2006 / pp 234-236
Versién completa de este articulo disponible en internet: www.imbiomed.com.mx
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in some places are autochtonous® and in others impor-
ted from the Mediterranean area.” Concerning a~Thal
in Mexico, the information is even scantier: a—Thal has
been found to be responsible for 1% of the hypochromic
microcytic anemias in Mexico, this figure being about
one half of that of f~Thal.* The thalassemic syndromes
may result in red blood cell hypochromia and/or micro-
cytosis with or without anemia, conditions that can mi-
mic iron-deficiency states.! In previous studies, a~Thal
alleles (07, PR, —SFA ¢ FIL) have only been identified
in for individuals.®® We have analyzed the prevalence of
both o and B-Thal in a referral center of patients with
hematological diseases. Propositi for c«~Thal were fur-
ther characterized at the molecular level.

MATERIAL AND METHODS
Patients

The blood samples of 106 consecutive individuals
identified in Laboratorios Clinicos de Puebla, with ei-
ther hypochromia (MCH < 24 pg) or microcytosis
(MCV < 75 fl in women or < 80 fl in man), without
iron deficiency (PPZ < 80 mmol), with or with-
out anemia were prospectively investigated in the stu-
dy, along a 16 month-period. Written informed consent
was obtained in all individuals.

Quantification of Hemoglobin A, (HbA,)

In all samples, the quantification of HbA, was per-
formed by ionic exchange column chromatography
using the commercial Beta—-Thal HbA, Quick Column
Kit (Helena Laboratories) according to the provided
instructions. Levels of HbA, above 3.8% were conside-
red as indicative of —Thal.

DNA extraction

High molecular weight DNA was extracted from the
samples remaining after exclusion of p—Thal according
to standard protocols.1?

Detection of the o genes mutations

The genotype —a*? was determined using the pri-
mers described in Baysal and Huisman.!! For the
detection of the normal allele, 2 ul of DNA (aprox. 1
ug) in a final volume of 50 pl were subjected after de-
naturation at 95 °C for one min to 35 cycles (15s 94
2C, 20s 65 2C, 20s 72 2C) and a final elongation step
of 2 min at 72 °C. The amplification was performed as
a hot-start PCR with AmpliWax under the following
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conditions: 2U AmpliTag DNA polymerase (Perkin
Elmer), 67 mM Tris/HCl pH 8.8, 16.6 mM
(NH,),80,, 2 mM MgCl,, 10 mM 2-ME, 8% DMSO,
0.1% gelatine, and 0.2 mM of each dNTP. For detec-
tion of the amplification products 8 pl were separa-
ted on a 4.5% polyacrylamide gel. The —o*? allele
was amplified with the Expand Long Template DNA
Polymerase (Roche Molecular Systems) as a hot-start
PCR with AmpliWax using the buffer 3 supplied with
the enzyme (50 mM Tris/HCl pH 9.2, 16 mM
(NH,),80,, 2.25 mM MgCl,, and 0.2 mM of each
dNTP, temperature profile: 1 cycle: 1 min 95 2C; 10
cycles: 15s 95 2C, 50s 65 °C, 45s 68 °C, 20 cycles: 15s
95 °C, 50s 65 °C, 45s, with 20s increments at each
cycle, 68 °C; 1 cycle: 2 min 68 °C). The detection of
the genotype —o*7 was performed as outlined by
Bergstrome-Jones and Poon.!? The samples homo-
zygous for —o®7 were confirmed with a 7-deletion
multiplex PCR as described by Tan, et al.'® Additional
deletional o—Thal (o584, THAL 205 oMED oFIL) jp_
cluded in this multiplex PCR were also searched for
in the remaining samples as indicated. Non-deletional
o—Thal (a2Heh 2Neo oTSaudi oNeoy were screened as
described elsewhere.’® The ¢:2HP? mutation was confir-
med by direct DNA sequencing with an automated
sequencer (3.77ABI, Applied Biosystems, CA, USA),
with primers previously described.!®

RESULTS
Overall results

Out of the 106 consecutive cases with either red
blood cell hypochromia or microcytosis, without iron
deficiency, 48 cases (45.3%) had thalassemia (37 cases of
B-Thal and 11 cases of o—Thal), whereas in 58 cases
(54.7%) a definitive diagnosis could not be established.

o~thalassemia cases

In this subset of 11 individuals, there were two ho-
mozygotes (—037/~*7) and 9 heterozygotes (8 -7/
oo 1 ofPh o/o). Interestingly, six patients had nor-
mal levels of hemoglobin despite the thalassemia.

Undefined cases

In this group of cases, several possibilities can be
considered: There are either other types of thalasse-
mias which were not assessed in this study, or pa-
tients with other conditions different from iron defi-
ciency or thalassemia leading into either red blood cell
microcytosis or hypochromia.



DISCUSSION

The most frequent cause of anemia as the primary
complain in the studied population is iron deficiency,*
which represents 69.6% of patients;'® on the other
hand, B—Thal represents 6% of all patients studied and
treated at this institution.'®

In this large prospective study iron deficiency anemia
represented 78.8% of all cases of microcytosis and/or
hypochromia, a figure similar to that previously repor-
ted!® in which iron deficiency was found to be responsi-
ble for the 69% of patients with hypochromic microcytic
anemia. In the present study we have investigated indi-
viduals with or without anemia, this criterion probably
accounting for the observed differences. We have also
found that the thalassemic syndromes account for
approximately 10% of cases with red blood cells micro-
cytosis and/or hypochromia and that f—Thal was at
least three times more frequent than a-Thal in this
group of Mexican mestizos. It is important to mention
that other types of o—Thal different from the ones that
we have searched for in this paper may account for
some additional cases of thalassemia and may also be
included in the subset of individuals in which a definite
diagnosis could not be established; accordingly, it is
possible that we may be underestimating the prevalence
of o—Thal in this study. Interestingly, this study does
not identify additional alleles to those previously descri-
bed in the Mexican mestizos,®° thus we confirm that the
o—thalassemic mutations, present in the population stu-
died, seem to be rather heterogeneous.?

In a study informed from the United States, there
are data showing that the most frequent cause of ane-
mias in the general practice, the “common anemias” is
thalassemia, since f— added to o—Thal are more fre-
quent than iron deficiency anemias.!”

In summary, we have found that B and ¢-Thal are
not infrequent in the population studied: they are both
less frequent than iron deficiency, but together more
prevalent than megaloblastic erythropoiesis as a
cause of anemia. Accordingly, the thalassemias should
not be considered as exceptional in Mexico, and indivi-
duals with red blood cell microcytosis and/or hypo-
chromia, with or without anemia should be screened
for thalassemia, prior to labeling them as iron-defi-
cient and offering them, sometimes erroneously, iron
supplements. 17
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