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INTRODUCAO




A molécula de Hemoglobina

As hemoglobinas humanas compreendem um grupo de moléculas protéicas
responsaveis pelo transporte de oxigénio dos capilares alveolares dos pulmdes
para os tecidos (fig. 1) (Bunn & Forget, 1986).

A molécula da hemoglobina apresenta-se como um tetrdmero globular com
peso molecular de aproximadamente 64.500 daltons, constituida por quatro
subunidades protéicas denominadas globinas, mantidas como estrutura estavel
através da agfio de pontes de hidrogénio. Cada subunidade protéica contém um
grupo heme, produto de uma complexa via enzimatica que origina um composto
organico tetraciclico (fig. 2). Juntamente com o ferro, a molécula do heme liga o
oxigénio molecular, conferindo 4 hemoglobina a capacidade de transportar
oxigénio (Dickerson & Geis, 1983).

As hemoglobinas humanas normais diferem entre si pela constitui¢do das
diferentes moléculas de globina, existindo seis tipos de cadeias polipeptidicas que
podem entrar na sua composicdo, ou seja, cadeias alfa (o), beta (B), delta (8),
épsilon (g), gama (y) e zeta (£). Na maioria das hemoglobinas normais, a fragdo
globinica é constituida por duas cadeias tipo alfa (o e £) e por duas cadeias ndo-
alfa (B, 8, € e 7), regra essa desobedecida por apenas trés hemoglobinas
embriondrias. As globinas y so classificadas em YO e yA de acordo com a
presenca de um residuo glicil ou alanil na posi¢do 136 da cadeia protéica
(Schroeder ef af .,1968).

As hemoglobinas normais no adulto s3o a Hb A (a;B;) € Hb Aj (087)-
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Os genes das globinas

Os polipeptideos que formam a hemoglobina humana sdo codificados por
genes que estdo situados em dois agrupamentos génicos denominados alfa e beta
(fig. 3). O agrupamento alfa localiza-se no brago curto do cromossomo 16 e inclui
um gene de cadeia globinica embriondria (§), dois genes ndo funcionais, os
pseudogenes y&, wo., dois genes alfa (o) € ap) € o gene O (Laver et al., 1980). O
agrupamento beta localiza-se no brago curto do cromossomo 11 e inclui um gene
de cadeia embriondria €, os dois genes ¥ (YC e yA), um pseudogene yf3, o gene da
globina & e o gene B (Fritsch et al., 1980).

Em ambos complexos 0s genes sdo arranjados na mesma orienta¢do
transcricional, seguindo a ordem embrionario-fetal-adulto. Os genes embrionarios
¢ e ¢ localizam-se na posi¢do 5', seguidos respectivamente pelos genes o e ¥
responsaveis pela formagio da chamada hemoglobina fetal, que por sua vez sera
substituida pelas hemoglobinas detectadas pouco antes do nascimento e durante
toda a vida adulta, a partir da ativacdo da sintese das cadeias § e 8. Este arranjo
peculiar levou & suposi¢do de que seqliéncias regulatérias poderiam estar
presentes nas regides intergénicas e seriam responsaveis pela programagio do
controle da expressdio consecutiva de cada gene do grupo, durante os periodos
embriondrio, fetal e adulto (Maniatis ef al., 1980).

A regifio codificadora dos genes da globina humana ¢ interrompida em duas
posi¢bes por "introns" (IVS - "Intervening Sequence"), os quais separam esta
regifio em trés "exons". Nos genes do grupo beta, as seqliéncias sdo interrompidas

entre os "codons" 30 e 31 e entre 0s "codons” 104 e 105. No grupo da globina
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Fig. 3. Organizagdo dos genes da globina humana.



alfa, as seqiiéncias interrompem-se entre os "codons” 31 e 32 e entre os "codons”

99 e 100 (Tilghman ef al., 1978; William ef al., 1990).

A Hemoglobina A, (056,)

A Hemoglobina A,, constituida por duas cadeias o ¢ duas cadeias 3,
representa cerca de 2.5% do total de hemoglobina detectada em um individuo
adulto. Sua existéncia foi observada inicialmente em eletroforese em géis de
amido, onde apresenta mobilidade diferente daquela observada pela Hb A(a,pB5)
(Bunn & Forget, 1986).

As cadeias de globina 8 apresentam grande homologia estrutural com as
cadeias B, de maneira que estes peptideos diferem em apenas 10 dos 146 residuos
de aminoacidos. Entretanto, as cadeias 6 ¢ P ddo origem a moléculas de
hemoglobina que diferem consideravelmente em relagdo a carga: Hb A (pI=7.4) ¢
Hb A, (p[=6.95) (Bunn & Forget, 1986).

Devido a similaridade estrutural das cadeias B ¢ O, acredita-se que as
hemoglobinas A e A, apresentem propriedades funcionais idénticas. Entretanto,
em fungdo da pequena quantidade de hemoglobina A, detectada nos eritrécitos,
parece improvavel que esta hemoglobina desempenhe qualquer papel fisiolégico
no transporte de oxigénio (Bunn & Forget, 1986).

Apesar do seu pequeno significado fisiolégico, tem grande valia na pratica
médica, uma vez que os seus niveis s¢ apresentam alterados em varias condigdes
patologicas. Niveis elevados dessa hemoglobina sdo encontrados principalmente

nos heterozigotos do gene da talassemia 3. Niveis diminuidos de hemoglobina A,



sdo observados nas sindromes da hemoglobina Lepore, nas talassemias o, 3 € 63 e
anemia ferropriva.

Os baixos niveis de globina § detectados nas células sanguineas, reflete
vérias caracteristicas de estrutura e expressdo do gene responsavel pela producdo

desta cadeia. Sua seqiiéncia promotora ndo ¢ efetiva e sua transcri¢do ocorre em

uma taxa menor que a do gene B (Maniatis ef al., 1980).

As Hemoglobinas Humanas Variantes

As moléculas variantes de hemoglobinas sfio caracterizadas pela
anormalidade estrutural de uma subunidade particular da globina. Apresentam
heranga codominante, de acordo com a genética mendeliana cléssica, e podem ou
nfo resultar em alteragdes clinicas detectaveis.

No inicio dos anos 50, em trabalho classico de Pauling, a anemia falciforme
foi identificada como secundéria a uma hemoglobina eletroforeticamente anormal.
Posteriormente, foi demonstrado que a Hb S consiste na existéncia de uma tnica
| substituigio de aminoacido na cadeia B (B6 Glu-Val). Cerca de 8% dos negros
norte-americanos sio portadores do gene da Hb S, e prevaléncia semelhante foi
estimada em nosso pais (Zago & Costa, 1985; Costa et al., 1989).

Em seguida 2 identificagdo da Hb S, foram caracterizadas as Hbs C, D ¢ E.
Atualmente, existe um grande numero de variantes conhecidas. A maioria delas foi
descritas por comportamento eletroforético anormal. O método inicial na
investigagio de hemoglobinas andmalas inclui, em geral, 2 eletroforese em
acetato de celulose ou gel de amido em pH alcalino (8,3 a 8,8). Entre as variantes

sem manifestacdes clinicas, 95% apresentam substitui¢io de um aminoacido que



acarreta mudanga de carga elétrica na proteina. Por outro lado, uma parte
significante das variantes com manifestagdes clinicas graves, apresentam
substituicdes que ndo alteram a carga elétrica protéica (Moo-Penn et al., 1980).
Outras técnicas complementares ¢ de uso obrigatério incluem eletroforese em agar
citrato pH 6,0 a 6,5 ¢ solubilidade em tamp&o fosfato concentrado (Schneider &
Barwick, 1982; Winter & Yodh, 1983). Pode-se ainda realizar eletroforese em
acetato de celulose (pH 8,6) e em agar citrato (pH 6,0 a 6,5), juntamente com
eletroforese de cadeias de globina em uréia 6M, ou eletroforese de alta resolugéo,
como a focalizacdo isoclétrica (Basset ef al., 1978; Galacteros et al., 1980) ou
ainda a cromatografia liquida de alta pressao (HPLC) (Strahler et al., 1983), as
quais tém também provado serem uteis no isolamento de variantes que escapam a
deteccdo por outros métodos. Estes métodos em conjunto s3o capazes de
identificar, sem duvidas, as variantes mais comuns, como Hb S e Hb C. No
entanto, para que hemoglobinas anomalas menos frequentes sejam caracterizadas
& essencial a digestdo da cadeia de globinas e a separagdo dos fragmentos por
HPLC ou eletroforese/cromatografia ("fingerprinting”), seguidas da analise dos
aminodcidos. Mais recentemente, véarias hemoglobinas andmalas foram
identificadas pela andlise de DNA, que evita o8 complexos e demorados
procedimentos de anélise protéica.

Em 1958, Gerald & Diamond, descreveram em individuos de origem
italiana, uma hemoglobina de mobilidade reduzida em relagdo a Hb A. A analise
estrutural dessa hemoglobina revelou uma cadeia hibrida que consistia da metade
n-terminal de uma cadeia B produto de um gene hibrido 8. Esta hemoglobina foi
denominada Hb Lepore derivado do nome do primeiro paciente estudado. Essa
variante surgiu de um processo de permutagdo desigual durante a meiose, que

acontece devido ao fato dos dois genes serem altamente homélogos (diferindo



somente em 10 dos seus 146 aminoacidos) e contiguos no cromossomo 11 (fig.4).
Os genes mutantes resultam da fusdo da extremidade 5° do gene & e da
extremidade 3’ do gene B, produzindo uma deficiéncia de 7,4 Kilobases na regido
5B (Flavell et al., 1978).

A sintese da cadeias 8B da Hb Lepore ¢ intermediaria entre aquela das
cadeias & e B, e parece ser virtualmente confinada a medula 6ssea (Gill ef al.,
1972). O comportamento de sintese da cadeia hibrida parece ser influenciado pela
instabilidade do RNAm ou pela sua capacidade funcional, devido a caracteristicas
estruturais especificas das extremidades ndo codificadoras 5” ou 3’ (Bank, 1978).

Foram descobertos 3 tipos de Hb Lepore estruturalmente distintos, que
diferem no ponto onde ocorreu a quebra durante o crossing-over: Hb Lepore-
Boston (887(Gln) B116(His)) (Baglioni, 1962, 1965; Labie et al., 1966), Hb
Lepore-Baltimore (850(Ser) p86(Ala)) (Ostertag & Smith, 1969) ¢ Hb Lepore-
Hollandia (522(Ala) B50(Thr)) (Barnabas & Muller, 1962).

A hemoglobina Lepore Boston (sindnimos: Hb Lepore Washington, Pylos,
Cyprus, The Bronx, Augusta) ¢ de longe a mais frequentemente observada em
diferentes populagdes do mundo (Camaschella et al., 1989; Fioretti et al., 1992). A
hemoglobina Lepore Baltimore, mais rara, somente foi observada em uma familia
Afro-americana em Baltimore (Ostertag & Smith, 1969), uma familia na
Tugoslavia (Efremov et al., 1976), uma familia do norte da Sardenha (Masala et
al., 1990) e algumas familias na Espanha (Marinucci et al., 1979; Mavilio et al.,
1983: Lanclos et al, 1987; Efremov et al., 1988). A hemoglobina Lepore-
Hollandia foi encontrada em diversas familias da Papua, Nova Guiné (Barnabas &
Muller, 1962; Curtain, 1964; McDonald et al, 1975).

No Brasil, as alteragdes mais frequentes sdo as Hbs S, C e talassemia P

(Zago & Costa, 1985). Estudos adicionais em familias isoladas revelaram a
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ocorréncia de diferentes hemoglobinas variantes: Hbs Zurich, Koln, Santa Ana, D
Punjab, Camperdown, Lepore-Baltimore (Zalzano & Tondo, 1982; Sonati et al,
1996), ¢ 2 variantes descritas pela primeira vez, a Hb Porto Alegre e a Hb Niterot
(Tondo et al, 1963; Praxedes & Lehmann, 1972).

11
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Fig. 4. Esquema da origem de um gene Lepore por crossing-over
desigual. Os genes & e B adjacentes diferem em apenas 10 dos seus 146
aminoacidos. Caso ocorra pareamento erroneo, seguido de crossing-over
intergénico, sobrevém dois genes hibridos: um com delecdo de parte de cada
l6cus (um gene Lepore) e outro com uma duplicagdo correspondente (um gene

anti-Lepore).
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Sindromes talassémicas

As Sindromes talassémicas compreendem um grupo heterogéneo de
doencas hereditdrias em gue existe uma reducio no ritmo de sintese de uma ou
mais cadeias polipeptidicas da hemoglobina. Esta anormalidade, de natureza
complexa, ocasiona, em tltima analise, a supressdo total ou parcial da produgéo
de cadeias o, nas talassemias o ¢ de cadeias B nas talassemias 3. Esse mecanismo
representa o aspecto fisiopatoloégico basico nas sindromes talassémicas
(Weatherall & Clegg, ,1981). A cadeia que é produzida em taxa normal esta em
relativo excesso. Na auséneia de uma cadeia complementar com a qual forma um
tetrAmero, o excesso de cadeia normal ¢ instdvel e forma agregados que
precipitam no interior do citoplasma celular, lesam a membrana e resultam na
destruicdo prematura do eritrécito na médula osséa (eritropoese ineficaz) ou em
circulagdo. Em adi¢do, o defeito da sintese da hemoglobina produz anemia

hipocrémica e microcitica (Bank, 1978).

Talassemia

As sindromes talass€micas B foram introduzidas no Brasil principalmente
através da intensa atividade imigratéria de italianos, ocorrida apds a segunda
metade do século XIX (Ramatho et af., 1985). Na populacdo caucasoide paulista,
a freqiiéncia de heterozigotos da talassemia (3 foi estimada em 1% (Ramalho,
1976; Zago ef al., 1981). Ja entre paulistas descendentes ndo miscigenados de

italianos essa freqliéncia aumenta para cerca de 6.4% (Ramalho, 1976).
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As talassemias B sdo geralmente decorrentes de substituigdes em um Gnico
par de bases. Quando os alelos da talassemia B resultam em supressdo total da
producdo de globina B, de forma que nenhuma Hb A esta presente, a condigdo €
designada talassemia B°. Se alguma Hb A ¢ detectavel, o paciente apresenta
talassemia B (Weatherall & Clegg, 1981). E importante ressaltar que em nosso
meio a forma mais frequente da talassemia é a B¢ (Zago et al., 1981).

Do ponto de vista clinico, a talassemia B pode ser geﬁericamente
classificada em trés formas: maior, intermediaria e menor. Os individuos com
talassemia maior ou anemia de Cooley apresentam anemia hemolitica grave, com
repercussdo acentuada sobre o crescimento e o desenvolvimento, hepatomegalia,
esplenomegalia e alteragBes Osseas tipicas. S@o portadores de dois alelos
talassémicos e necessitam de transfusdes sanguineas a intervalos regulares para
sobreviveren.

Os heterozigotos da talassemia B apresentam, em geral, apenas discreta
anemia que ndo determina manifestagdes clinicas relevantes € sdo designados
como possuidores de "talassemia menor". O diagnéstico da talassemia menor pode
ser feito através de eletroforese de hemoglobina, que geralmente revela um nivel
aumentado de Hb A,(x,8,) (Ramalho ef al., 1985).

Entre esses limites extremos, ocorrem formas de interagSes génicas
associadas a quadros clinicos ndo tdo graves quando comparados 4 forma
homozigética classica, denominadas genericamente de "talassemia intermediéria”,
na qual os individuos geralmente ndo necessitam de transfusdes sanguineas
regulares (Weatherall & Clegg, 1981).

As numerosas mutagdes de ponto que resultam no fendtipo da talassemia 8
sdo classificadas de acordo com o passo metabélico atingido e a regido do gene

em que ocorrem (Huisman, 1992). Sendo assim, podem afetar a transcrigéo, o

14



metabolismo do RNA mensageiro, o transporte do RNA do nicleo para o
citoplasma, a estabilidade do RNA ou uma combinacdo dessas alteragdes (Maquat
et al., 1984). Sdo descritas também, embora raras, deficiéncias génicas parciais e
totais (fig. 5; tab. 1) (Forget ef al., 1983; Orkin et al., 1984).

Mutagdes que conduzem a terminagdo da sintese de cadeia globinica devido
a interrupcfio prematura na tradu¢do podem ser definidas pela presenga de um
"codon" dmbar (mutagdes "nonsense") ou alteragdio na fase de leitura (mutagOes
"frameshift"). Estas mutag¢des usualmente geram um produto muito instavel,
rapidamente degradado na célula (Fluisman, 1990; Novelletto ef al., 1990). Um
exemplo desse tipo de mutagio é a substitui¢io do nucleotideo citosina pela timina
na posi¢io 39 do gene B, determinando o aparecimento de um c6digo dmbar de
terminagfio, com a consequente terminagdo precoce do RNAm na sintese protéica.
Desse modo, ocorre uma suptessdo total da sintese da globina, caracterizando um
alelo f3°.

Qutras anormalidades decorrem de muta¢cdes nos sinais de clivagem
("splicing™). Estas seqliéncias sdo imprescindiveis para o processamento normal
do RNA ¢ assim, mutagdes nestas regifes podem produzir talassemia B°, como
no caso da mutagio no "intron" 1, posicdo 1 (IVS1-1). Por outro lado, mutagdes
nas posi¢des 5 ¢ 6 do "intron" 1 (IVS1-5 e IVS1-6) reduzem a eficiéncia do
mecanismo normal de clivagem, mas ainda resultam na produgdo de quantidades
detectaveis de globina P normal. S3o conhecidas cerca de 160 mutagdes que
conduzem & talassemia B com manifestagdo clinica significativa (Liang et al,

1994).

No Brasil, estudos anteriores, com o emprego de hibridizagdo com
oligonucleotideos alelo especificos, mostraram que na populagdo estudada a

maioria das mutagbes ¢ representada por aquelas originarias da regido

15



Mediterrinea. Além disso, foi possivel evidenciar que quatro mutagdes, a mutacdo
ambar no "codon" 39 (CD39), a IVS1-110, a IVS1-6 e a IVS1-1 perfazem cerca
de 95% das mutacdes detectadas (Martins, 1993).

16
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Fig. 5. Modelo do gene da globina beta mostrando os sitios de algumas
mutagdes que causam talassemia beta. Os diferentes simbolos € numeros
correspondem aos dados da tabela 1.Estdo indicados os exons, regides ndo
traduzidas 5° , 3’ e os introns (IVS-1 e IVS-2). A localizagdo de duas grandes

delec¢des também estdo indicadas. (Orkin,1987).



Tab. 1. Exemplos de mutagdes que causam talassemias . Os niimeros e
simbolos referem-se a figura 5.

Tipo de mutagio Fenétipo Origem
Nonsense (M)
1 codon 17(A—>T) Be Chineses
2 codon 39(C—T) B° Mediterréneo
3 codon 121{GHT) pe Polonés
Frameshift (A)
4 -1nocodoné B Mediterraneo
5 -1nocodonl6 pe Indiana
6 +1 no codon 71,72 Be Chineses
Splicing ()
7 IVS1-1 (G—>A) Be Mediterrineo
8 1IVS1,3"-25bp p° Indiana
9 IVS82-1(G—A) B° Mediterraneo
10 1VS2, 3’ (A-G) j3° Negros
Consensus (*)
i1 IVS1-5(G-T) Bt Mediterrdneo
12 IVS1-5(G—>C) Bt Mediterrineo
13 IVS1-6 (T>C) Bt Mediterraneo
Mudanga no interior do IVS (#)
14 IVS1-110 (G—A) Bt Mediterraneo
15 IVS2-645 (C—A) B® Chineses
16 IVS§2-745 (CoG) B+ Mediterraneo
Mudanga no exon (|| )
17 codon 24 (T—A) Bt Negros
18 codon 26 (G—A) BE sudeste asiatico
19  codon 27 (G>T) pKnossos Mediterraneo
Promotor (@)
20 posigdo -88 (C—>T) i Negros
21  posigdo -31 (A—>Q) Bt Japoneses
22 posi¢do -28 (A—>C) gt
Clivagem do RNA/poliadenilacdo (O)
23 AATAAA>AACAAA pr Negros
Sitio Cap (v) '
24 posicio +1 A—>C B* Asia




OBJETIVOS




O objetivo do presente trabalho foi a identificagdo das bases moleculares
das variantes de cadeias beta e delta em 10 pacientes onde as hemoglobinas
andmalas foram detectadas por eletroforese de hemoglobinas, e talassemia beta

em 2 pacientes nos quais as mutagdes mais frequentes foram afastadas.
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STODOS

CASUISTICA E M]




Foram admitidos nesse estudo pacientes com hemoglobinopatias estruturais
e talassémicas provenientes dos Ambulatorios de Hematologia do Hospital das

Clinicas da UNICAMP.

Coleta das amostras

As amostras de sangue venoso (5-20 ml) foram coletadas em tubos
plésticos, contendo EDTA 10% (Sal di-sédio do 4cido etileno-dinitrilotetracético)
como anticoagulante, na concentragdo de 1,5 mg/ml de sangue. (Dacie & Lewis,

1984).

Parimetros Hematolégicos

Os valores hematologicos ¢ indices hematimétricos foram determinados
com a utilizagsio de contador eletronico Cell Dyn 3500 (Abbott), imediatamente

apos a coleta das amostras.

ANALISE DAS HEMOGLOBINAS

Preparo dos hemolisados

Utilizou-se uma aliquota de cerca de 2 ml de sangue para o preparo do

hemolisado livre de estroma. Foi desprezado o plasma ¢ as hemdAcias foram
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lavadas trés vezes em solucfo salina isotdnica (cloreto de sodio - 0.9%) e lisadas
pela adi¢do de 1 volume de dgua destilada e 0.5 volume de tetracloreto de carbono
(CCly) para cada volume de células. Apés vigorosa agitagdo ¢ centrifugacio a
3.000 rpm por 20 minutos, recolheu-se a camada superior em um tubo de ensaio ¢
adicionou-se uma gota de cianeto de potassio (KCN - 1%) (Dacie & Lewis,

1984).

Determinac¢io do padrio eletroforético

A analise qualitativa das hemoglobinas foi realizada pela corrida
eletroforética do hemolisado, em fitas de acetato de celulose em tampdo Tris-
EDTA-Borato, pH 8.9, por 50 minutos, a 220 Volts. As altera¢des hemoglobinicas
verificadas em pH alcalino foram confirmadas em gel de agar 1%, tampéo citrato
de sodio pH 6.1, em placas de 9x12 cm, 45mA, 4°C, corado com solugdo de
benzidina (Marengo-Rowe, 1965; Weatherall & Clegg, 1981) .

Quantificacao das hemoglobinas

A Hb A, foi quantificada espectrofotometricamente por eluigdo da banda
correspondente apés eletroforese em acetato de celulose. Apds eletroforese de 10
il do hemolisado em acetato de celulose, a banda correspondente a Hb A, foi
recortada ¢ a hemoglobina eluida em 3 ml! de tampdo, enquanto as demais
hemoglobinas foram eluidas em 15 ml de tampdo. Apés a elui¢do, foram medidas
as absorbincias das duas fragbes a 415 nm e calculadas as porcentagens

correspondentes a Hb A, (Dacie & Lewis, 1984).
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A quantificacio da Hb F foi determinada por desnatura¢fo alcalina. Esta
técnica consiste na adi¢@io de 0.2 ml do hemolisado a 3.2 ml de solugdo de NaOH
0.083 N ¢ 6.8 ml de solu¢do de sulfato de amonio saturada a 50%. A mistura
resultante foi, entfio, filtrada e submetida & leitura espectrofotométrica em

comprimento de onda de 415 nm (Betke et al., 1959).

Eletroforese de cadeias de globina

A separacdo das cadeias das globinas foi realizada pela eletroforese em gel
desnaturante de poliacrilamida 12%. Adicionou-se pequeno volume do hemolisado
a um volume igual de tampo contendo uréia 8 M , 4acido acético glacial, 2-
mercaptoetanol e pironina Y. Apés a cotrida, o gel foi corado com Comassie
Brillante blue 0.5% em mistura de 4cido acético, metanol e agua (7:30:63) e
descorado em mistura de &cido acético, metanol e dgua (7:30:63) (Dacie & Lewis,

1984).

ANALISE MOLECULAR

Extracio do DNA gendmico

O DNA foi isolado dos leucdcitos a partir de 10-20 ml de sangue venoso
(Ponez et al., 1982; Sonati, 1990). O sangue foi inicialmente centrifugado a 2.500
rpm por 15 minutos. Ao conglomerado de hemécias foi adicionado solugéo de
NH,C! 0,144 M na proporgio de 5 vezes o volume de células e solugdo de
NH,HCO; 0,01M na proporgdo de 0,5 vezes o volume de células. A solugdo foi
incubada a temperatura ambiente por 20 minutos e centrifugada por 15 minutos a

2.500 rpm, a 4°C. As solugdes de cloreto e bicarbonato de amdnio proporcionam
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a lise das hemdcias. Esta etapa foi repetida até a obtengfo de um precipitado
nuclear de leucécitos livre de hemAcias.

Os leucocitos foram dissolvidos em 10 ml de tampé&o contendo NaCl 0,3M,
EDTA 10mM, Tris-HCI pH 7,5 10 mM, Uréia 7M, SDS 0,5% (duodecil sulfato
de s6dio) e incubados a 37°C por aproximadamente 12hs ou até completa lise dos
leucocitos.

Apbs incubagdo foram realizadas trés extragdes com igual volume de
mistura contendo fenol (bidestilado e saturado em Tris-HCl pH 8,0 200mM
contendo 0,1% de hidroxiquinolina), cloroférmio e alcool isoamilico na proporgdo
de 25:24:1, Cada extragfo foi seguida por centrifugagdo a 5.000 rpm durante 15
minutos. A camada superior contendo o DNA foi cuidadosamente transferida para
um novo tubo sem remover a camada de proteinas formada entre 0 DNA ¢ o fenol.
Uma Gltima extragdo foi realizada utilizando-se¢ igual volume de mistura
cloroférmio/alcool isoamilico na poropor¢io de 24:1. A solucdo obtida foi entdo
precipitada pela adi¢fio de etanol absoluto gelado (2,5 vezes o volume) e de
acetato de sodio 3M (10% do volume).

O DNA precipitado foi lavado em etanol a 70%, para eliminar residuos de
fenol e sal. Apos descarte do alcool, o DNA foi diluido em dgua deionizada estéril
em volume proporcional ao tamanho do precipitado obtido. A concentr¢do do
DNA foi determinada em espectrofotometro pela leitura das densidades 6ticas nos

comprimentos de onda 260 e 280 nm em luz ultravioleta.

Amplificacdio génica pela Reacio em Cadeia da Polimerase (PCR)

As amostras de DNA genémico estudadas foram amplificadas pela Reacéo
em Cadeia da Polimerase (PCR) (Erlich, 1989; Mullis & Falona, 1987; Saki ef al.,
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1988), com algumas modificagdes. Os “primers” utilizados para a amplifica¢do
sdo apresentados nas tabelas 2 e 3.

Resumidamente, 1ug de DNA foi amplificado em 100pl ou 50ul da mistura
de reacio, contendo 10mM de Tris-HCI pH 8,3, 50mM de cloreto de potassio
(KC1), 3mM de cloreto de magnésio (MgCh), 100pM de cada iniciador
("primer"), 200uM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) e 2,5U de Taq polimerase. Ao volume final foi adicionado 1 gota de dleo
mineral ¢ as reacdes foram processadas em aparelho ciclador de temperatura,
seguindo as fases: desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos ¢ 35 ciclos
adicionais de 94°C por 1 minuto, anelamento dos iniciadores de 55°C & 59°C, de
acordo com os “primers” utilizados, por 1 minuto e extensio da reagdo por 1
minuto a 72°C. A ultima extensdo prolonga-se por 7 minutos. Os produtos da
reagdo foram separados em gel de agarose 2%, corados com brometo de etidio e

visualizados sob luz ultra-violeta.

IDENTIFICACAO DAS MUTACOES

Sequenciamento

O sequenciamento foi feito utilizando Circum VentIM Thermal Cycle
Dideoxy DNA Sequencing Kit (New England).

Aproximadamente 20ul do produto de amplificagdo por PCR, foi
purificado, recebendo 20ul de acetato de amonio 4M e 160pl de isopropanol. A

mistura foi mantida por 10 minutos & temperatura ambiente e a seguir foi
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centrifugada a 12000 rpm por 10 minutos. O precipitado foi entdo lavado com
etanol 70% e ressuspenso em 20ul de agua destilada.

Reagio: 0.1 pmol de “double-stranded” DNA purificados, foram
adicionados a 10mM KCIl, 10mM (NH4)2S0,4, 20mM Tris-HCL pH 8,8, 5SmM
MgSOy,; 1,2 pmol de primer(*), 0,2% Triton X-100 e agua destilada para reagdo
de 12ul. Adicionou-se entfio 2pmol de [a-35S] dATP ou [o-32P] dATP (500-1200
Ci/mmole) e 2U de VentRTM(exo-) DNA polimerase. Aliquotas de 3,2pl desta
mistura foram adicionados a 4 tubos diferentes: o primeiro contendo 900pM de
GATP , 30uM de dATP e 100uM de cada dCTP, dGTP e dTTP, o segundo 480
puM ddCTP, 30uM dATP, 37uM dCTP e 100uM de cada dGTP e dTTP, o
terceiro 400pM ddGTP, 30uM dATP, 37uM dGTP e 100uM de cada dCTP e
dTTP, o quarto 720uM ddTTP, 30pM dATP, 33uM dTTP e 100uM de cada
dCTP e dGTP. A seguir, essas misturas foram submetidas a aparelho ciclador de
temperatura (Perkin-Elmer-Cetus) a 20 ciclos de 20 segundos(s) a 95°C, 20s a
55°C e 20s a 72°C. As reagdes foram interrompidas com 4 pl de solugdo contendo
formamida 95%, 0,37% EDTA pH 7,0, 0,3% de azul de bromofenol ¢ 0,3% de
xileno cianol, e entdo submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 6%,
tampdo (Tris-borato, pH 8,3 90mM, EDTA 4mM) e uréia 7M, em placas
40x34cm e 0,4mm de espessura {(aparato GIBCO-BRL), por 4 horas a 1500 volts.
O tampio utilizado na eletroforese foi o mesmo usado na preparagdo do gel. A
autorradiografia foi obtida ap6s exposigdo do gel seco ao filme de raio X por 16
horas.

Todas mutagdes encontradas foram confirmadas por sequenciamentos
repetidos em diferentes produtos de PCR.

(*) os primers utilizados sfo apresentados nas tabelas 2 e 3.
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Tabela 2. Seqii€ncias dos "primers" utilizados para o gene 8

28

Posi¢cio em
" primers" Sequéncia 5'-3' Sentido relagio ao
Cap
P1 TCCTAAGCCAGTGCCAGAAG “sense” - 135
108 GCCAAGGACAGGTACGGCTGTCATC "sense" - 140
B1 TTTGCTTCTGACACAACTGT "sense” +2
16 GCAGGTTGGTATCAAGGTT "sense” + 131
109 CCCTTCTTCCTATGACATGAACTTAACCAT "antisense" + 3521
P3 TCATTCGTCTGTTTCCCATTC “antisense” + 565
229 ATACAATGTATCATGCCTCTTTGCACC “sense” + 1029
58 AATCCAGCTACCATTCTGC "sense” + 1214
B2 TCCAGATGCTCAAGGCCCTTC "antisense” + 1556
P7 GACCTCCCACATTCCCTTTT "antisense” + 1645
230 GTATTTTCCCAAGGTTTGAACTAGCTC "antisense” + 1693
Tabela 3. Seqiiéncias dos "primers" utilizados para o gene 6
Posicio em
"primers" Sequéncia 5' - 3' Sentido relaciio ao
Cap
306 TTGATTTTTCATTCTCACA "sense” -114
303 GGACCAGCATAAAAGGCAG "sense" -39
P3 AGACAGAGAAGACTCTTG "sense’” + 198
137 AGGTAGGTAAAAGAACCAAAATGTAAG "antisense” + 559
D1 GTTGGCTCAGTTTCTCAGAAGC "sense" + 1301
D2 CAGGAACCTTCTTACACACC "antisense" + 1689




RESULTADOS
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Pacientes 1, 2 ¢ 3 - Alteracdes da globina 6

O paciente 1 ¢ assintomatico; paciente 2, branco, sexo masculino, 2 anos de
idade e assintomatico; paciente 3, assintomética, negra, sexo feminino, 20 anos de
idade, heterozigota da Hb S. Os dados laboratoriais dos pacientes encontram-se na

tabela 4.

Tabela 4. Valores hematolégicos dos portadores de Hb variante.

Paciente GV Hb FHt VCM HCM HbF HbA, HbA, Solubili-
x1012/) (gd) (%) () (o) (o) (%) (%) dade(%)

1 s44 167 466 85 303 - ; - -
2 469 88 353 753 187 03 08 075 -
3 493 139 42 8 28 02 10 09 37,6

A eletroforese de hemoglobina mostrou nos pacientes 1, 2 ¢ 3 um padréo de
variante de hemoglobina A, (A,’) e no paciente 3 também um padrido AS.

Com o objetivo de identificar esta variante, o gene & foi amplificado através
da reacfio em cadeia da polimerase (PCR) empregando os “primers” 306 e 137
(tab. 3), gerando um fragmento de 678 pb correspondente aos “exons™ 1 e 2, ¢ 0s
“primers” D1 e D2 (tab. 3), amplificando um fragmento de 399 pb correspondente
a0 “exon” 3.

A reacdio de sequenciamento foi conduzida com os “primers” 303 e P3 (tab.

3) para o fragmento de 678 pb e o “primer” D1 para o fragmento de 399 pb.
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O sequenciamento com o “primer” 303 dos trés pacientes demonstraram na
primeira posi¢do do “codon” 16 do gene da globina & a existéncia de duas bandas
situadas na mesma altura (G e C), indicando a existéncia de dois nucleotideos
nessa regido. Esse achado indica que concomitantemente ao “codon” GGC
(codificando o aminodcido glicina) temos o “codon” CGC (codificando o
amino4cido arginina), tratando-se portanto da variante de hemoglobina A,
denominada de A,’(B2) (fig. 6).

Com isto os pacientes ! ¢ 2 séo portadores da Hb A,"B2 e o paciente 3 é
portador da associa¢do das Hemoglobinas S e A,’B2. Essa A," é a mais comum
das variantes de cadeia 8 descritas e encontrada em familias negras (Pearson et al,

1965; Ball et al, 1966).



Fig. 6. Sequenciamento do fragmento de DNA de portadores de Hb A,

variante - Hb A,’(B2), amplificado com os “primers” 306 e 137 e sequenciado
com o “primer” 303. A substituicdo de GGC - CGC no “codon” 16 do gene da
globina 8, que resulta na alteragdo do aminoacido glicina para arginina,

encontra-se representada.
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Paciente 4

Paciente de 19 anos de idade, branca, do sexo feminino ¢ descendéncia
arabe-holandesa. As porcentagens encontradas de Hb A, e Hb F foram,
respectivamente, 3,2% e 81,5%; seu diagnéstico clinico foi determinado como
sendo uma talassemia intermedidria, ¢ o emprego de hibridizagio ASO
demonstrou que a paciente ¢ heterozigota da mutacéo p* IVS1-110.

Com o objetivo de verificar a outra alteragdo no gene § desta paciente, o
DNA foi amplificado pela PCR com 2 pares de “primers”. O primeiro par de
“primers” gerou um fragmento de 771 pb, que incluia os “exons” 1 e 2 (“primers”
Pl e P5 - Tab 2). O segundo par gerou um fragmento de 630 pb que incluia o
“exon”3 (“primers” 229 e 230 - tab. 2).

A reacio de sequenciamento foi conduzida com os “primers” P1, f1 e 109
para o fragmento de 771 pb e os “primers” 58 e B2 para o fragmento de 630 pb.

Na figura 7 notamos que, como esperado, existem duas bandas situadas na
posicdo 110 do IVS-1 (G-A), confirmando esta mutagéo em heterozigose.

O sequenciamento do fragmento de 771pb, com o “primer” P1 (fig. ¥),
mostra 2 bandas na regifio promotora do gene da globina beta posi¢do -88 (C-T),
indicando uma susbstituicio em heterozigose que afeta a transcri¢do do gene da
globina beta.

Portanto a paciente é portadora das mutagdes PB1IVS1-110 e [T-88,
responsaveis pelo quadro de talassemia intermediaria. A mutagdo B*-88(C—>T) ¢
a segunda causa mais comum de talassemia B entre as populagdes negras (Orkin et

al, 1984; Gonzalez-Redondo et al, 1988).

r*«v-'d—--—-.._w ............
b

UMIGAms
B
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Fig. 7. Sequenciamento do fragmento de DNA da paciente 4, amplificado com

os primers P1 e P5 e sequenciado com o primer [1. Representada a
substitui¢do de G-A na posi¢do 110 do intron 1 do gene da globina B, que cria

uma seqiiéncia alternativa de clivagem, responsavel pela talassemia 3.
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3

Fig. 8. Sequenciamento do fragmento de DNA da paciente 4, amplificado com

os primers P1 e P5 e sequenciado com o primer P1. A substitui¢do de C-T na

regido promotora -88 do gene da globina B estd indicada pela seta.



36

Paciente 5

Paciente de 11 anos, sexo feminino, com moderada anemia, hipocrémica e
microcitica ¢ com células em alvo, em acompanhamento no Ambulatdrio de
Hematologia do Hemocentro da UNICAMP.

A eletroforese de hemoglobina da paciente, em pH alcalino, apresentou uma
banda na altura da Hb A,, ¢ em gel 4gar, pH 4cido, apresentou uma tnica banda
identificada como Hb C. O estudo familiar revelou que a mée era heterozigota da Hb
C e o pai foi identificado como heterozigoto da talassemia 3, com Hb A, de 5.6%.
Assim, a paciente recebeu o diagnéstico de C/B° talassemia.

Os dados hematoldgicos da paciente e familia encontram-se na tabela 5.

Tabela 5. Valores hematologicos da paciente € familia

GV Hb Ht VCM HCM HbA, HDbLF

x101211  g/dl % fl pg % %
Paciente 5  4.36 8.5 30 68.8 19.5 - 2.4
Pai 6.31 11.9 40.5 64.2 18.8 5.6 1.3

Mie 4.18 12.5 39 93.4 30 - -

Para a identificacdo das alteragdes moleculares, o gene da globina 3 foi

amplificado empregando-se os “primers” P1 ¢ P5 (Tab. 2), gerando o fragmento de
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771 pb correspondente aos “exons” 1 e 2. Apds, este fragmento foi sequenciado com
o “primer” B1 (Tab 2).

A andlise molecular permitiu o reconhecimento da mutagiio B (GAG—> AAG;
Glu—Lys) em heterozigose, na paciente ¢ em sua mée (Fig. 9 e 10).

Além disso, na paciente ¢ em seu pai foi identificada, no codon 6, uma
transversdio GoT que resulta na criagdo de um “stop codon” no lugar do &cido
glutdmico (Glu—*“stop codon”)(GAG—H>TAG) (Fig. 9e 11).

Esses achados revelaram que, nesta paciente, a talassemia f3 ¢ resultante da
mutagdo B°6 Glu—*“stop codon”, nfo descrita, € a microcitose provavelmente devido

a associagdo das 2 altera¢des, a Hb C ¢ a talassemia °.
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Fig. 9. Sequenciamento de DNA controle (A) e da paciente C/B° talassemia
(B). Encontra-se representada a substitui¢io de GAG—>AAG no codon 6 do
gene da globina B, que resulta na Hb C. Também no primeiro nucleotideo do
codon 6 ha uma substituicdo de um G—T, determinando o aparecimento de um
“stop codon” (TAG), mutagao esta responsavel pela talassemia B°.



Fig. 10. Sequenciamento de DNA controle (A) e da méde da paciente (B)
indicando a substitui¢io de GAG—>AAG no codon 6 do gene da globina f3, que
resulta na Hb C.
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Fig. 11. Sequenciamento de DNA controle (A) e do pai da paciente (B)
indicando a substitui¢do, em heterozigose, de G—T no primeiro nucleotideo do
codon 6 do gene da globina B, com a criagdo do “stop codon”.
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Paciente 6

Paciente de 2 anos de idade, sexo masculino, encaminhado para
investigagdio da presenga de Hb C. Os dados hematoldgicos encontram-se na

tabela 6.

Tabela 6. Valores hematolégicos do paciente.

GV Hb H VCM HCM HbF HbC
x1012/) (g/d) (%) @ e ) )
Paciente 6 525 138 40 769 26 1,1 41

A eletroforese em pH alcalino demonstrou a presenca da hemoglobina C ¢
de uma hemoglobina com migra¢3o mais rapida que a hemoglobina A, embora nfo
fosse nitida a separagfio destas 2 bandas. A eletroforese em pH 4cido mostrou a
presenga de hemoglobina C ¢ de uma outra banda, com migragido préxima a
hemoglobina F. A eletroforese das cadeias de globina evidenciou a variante BC e

uma outra variante de cadeia 3, com migrac8o mais lenta que a normal.

A amostra de DNA do paciente foi amplificada pela PCR com 2 pares de
“primers”. O primeiro par gerou um fragmento de 771 pb, que incluia os “exons”
1 ¢ 2 (“primers” P1 e P5 - tab.2). O segundo par (“primers” 229 e 230 - tab. 2)
gerou um fragmento de 630 pb que incluia o “exon” 3.

A reagio de sequenciamento foi conduzida com os “primers” 108 ¢ 109

para o fragmento de 771 pb e os “primers” 58 ¢ P7 para o fragmento de 630 pb.
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Na figura 12 podemos observar que no codon 6 existem duas bandas
paralelas (G ¢ A), confirmando a mutagdo da Hb C (GAG—GAA).

Alem disso, a figura 13 demonstra a existéncia, na terceira posicdo do
“codon” 104, de duas bandas situadas na mesma posi¢do (G e C), indicando
claramente a existéncia de dois nucleotideos nessa regido, que resulta na
substituicdo de arginina para serina (AGG—>AGC). Esta mutagdo ¢ responsavel
pela Hb Camperdown descrita em descendentes italianos (Wilkinson et al, 1975;
Zhao et al, 1990; Miranda et al, 1996; Debernardi et al, 1996).

Portanto, o paciente 6 apresenta as hemoglobinas C ¢ Camperdown,

interagdo ndo descrita previamente.
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Fig. 12. Sequenciamento do fragmento de DNA da paciente 6,

amplificado com os “primers” P1 e P5 e sequenciado com o “primer” 108. A
substitui¢do de GAG - AAG no codon 6 do gene da globina 3, que resulta na
alteracio do aminodcido 4cido glutimico para lisina (Hb C) encontra-se

representada.



Fig. 13. Sequenciamento do fragmento de DNA da paciente 6,

amplificado com os “primers” P1 e PS5 e sequenciado com o “primer” 109. A
substituicdo de AGG - AGC no codon 104 do gene da globina B, que resulta na
Hb Camperdown (B104Arg—>Ser) encontra-se representada.
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Paciente 7

Paciente com descendéncia africana, 28 anos de idade, sexo masculino,

encaminhado para investigacdo de anemia com os dados laboratoriais da tabela 7.

Tabela 7. Valores hematologicos do paciente ¢ familia.

GV Hb Ht VCM HCM HbF HbA, Solubili- Reticuld-
x1012/)) (g/dl) (%) () (pg) (%) (%) dade (%) citos %

Paciente 4,67 12,7 38,5 824 272 14 29 79,2 3,0
Pai 489 152 452 924 31,1 14 25 ;
Mie 459 13 399 8,8 284 07 3,0 77.6 3,3

A eletroforese em pH alcalino mostrou a presenca das hemoglobinas
normais ¢ de uma banda anémala semelhante 4 da Hb S, que em pH Aacido,
apresentou uma migra¢do cletroforética semelhante 4 da Hb A. Os testes de
instabilidade térmica ¢ em isopropanol foram positivos. Corpusculos de Heinz
foram detectados em esfregacos de sangue periférico do paciente (Dacie & Lewis,
1984). A eletroforese de cadeias de globina evidenciou uma variante de cadeia
com migra¢do mais rapida que a normal.

Com o objetivo de identificar a variante de cadeia 3, a amostra de DNA do
paciente foi amplificada com os “primers” P1 e PS5 (tab. 2), gerando um fragmento
de 771 pb, correspondente aos exons 1 ¢ 2.

A reagiio de sequenciamento foi conduzida com o “primer” interno S1. A
figura 14 apresenta os resultados deste sequenciamento. Pode-se observar uma

alteragdo na seqiiéncia de DNA a partir do codon 6, indicando a presenga, em



heterozigose, de uma dele¢do, que também ocotre na mae do paciente. Uma
leitura mais detathada dos nucleotidios desta regidio demonstrou a dele¢do de trés
bases, GAG, que pode ser tanto do codon 6 quanto do codon 7, ambos
codificando 4cido glutmico. Esta alteragdio é responsavel pela variante conhecida
como Hb Leiden, onde ha a perda do 4cido glutdmico na posigéo 6 ou 7 da cadeia
B.

Assim, o paciente € sua mie sio heterozigotos da Hb Leiden descrita

primeiramente na Holanda (De Jong et al, 1968).
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Fig. 14. Sequenciamento de DNA do paciente 7 (A) e de sua mae (B).
Encontra-se representada a delecdo de GAG, em heterozigose, que pode estar
nos codons 6 ou 7 do gene da globina 3 e que resulta perda do 4cido glutdmico

(Hb Leiden).
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Paciente 8 e doadores 9 e 10

Paciente 8, 4 anos de idade, branco, sexo masculino, com descendéncia
italiana e siria, revelando anemia hipocrémica, microcitica, anisocitose e hemacias
em alvo; doador 9, 19 anos de idade, negro, sexo feminino e assintomatico;
doador 10, 24 anos de idade, negro, sexo feminino e assintomatico.

Os dados hematolégicos dos individuos encontram-se na tabela 8.

Tabela 8. Valores hematoldgicos dos individuos.

Paciente GV Hb VCM  HCM HbF HbA, Solubili-
x1021) (@d) () () (%) (%) dade(%)

8 5,1 8,8 54 17 1,7 3,9 90,4
9 5,2 122 71,1 233 ; - ]
10 5,0 13 91 31,2 : . ]

Nos 3 casos, a eletroforese em pH alcalino apresentou um padrdo
semelhante ao da hemoglobina S (fig. 15) e a eletroforese em pH acido apresentou
uma migragio eletroforética semelhante a da hemoglobina A (fig. 16).

A eletroforese das cadeias de globina evidenciou uma variante de cadeia [3

com migra¢do mais rapida que a normal, além das bandas normais. (fig. 17).



Fig. 15. Padrio de bandas detectado por eletroforese de hemoglobina em
acetato de celulose, tampao Tris-EDTA-borato pH 8,9. 1. controle heterozigoto
da Hb S 2. Doador 9 3. controle normal 4. Paciente 8 5. Doador 10.
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Fig. 16. Padrio de bandas detectado por eletroforese de hemoglobina em gel de
agar, pH acido. 1. controle normal 2. Controle AS 3. Paciente 8 4. Doador 9 5.
Doador 10.



Fig. 17. Padrio de bandas detectado por eletroforese de cadeias de globinas. 1.
controle normal 2. Doador 9.
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Com o objetivo de identificar a proteina anomala foram levados a efeito os
sequenciamentos dos trés exons do gene da globina B. Um fragmento de 771 pb,
correspondente aos exons 1 e 2, amplificados com os “primers” P1 e P5 foi
sequenciado com o “primer” interno 109 e revelou, nos 3 casos, o padrdo
observado na figura 18. Na primeira posi¢do do “codon” 73 existem duas bandas
situadas na mesma altura (G e A), revelando claramente a existéncia de dois
nucleotideos nessa regido. Esse achado indica que, concomitantemente ao
“codon” GAT (4cido aspartico) temos o “codon” AAT (asparagina); esta variante
(B73 Asp—Asn) é conhecida como hemoglobina Korle Bu, frequentemente
encontrada na Africa central (Lehmann et al, 1964; Konotey-Ahulu et al, 1968).

Em relagdo ao paciente 8, os dados hematoldgicos sugeriam também a
presenca de talassemia B. Com o intuito de verificar qual a alteragdo que causaria
a deficiéncia de sintese da cadeia B, o amplificado obtido com os “primers” Pl e
P5 foi sequenciado com o “primer” B1 (fig. 19). Na posi¢do 110 do “intron” I
existem duas bandas situadas na mesma altura (G e A), indicando a presenca da
mutacdo B+1VS1-110. Esta alteragdo cria uma sequéncia alternativa de clivagem
“criptic site”, de forma que 90% dos eventos de clivagem usam o novo sitio e s6
10% usam o local correto, resultando em talassemia B.

Portanto, os doadores 9 e 10 sdo heterozigotos da Hb Korle Bu e o paciente
8 apresenta uma interagdo da hemoglobina Korle Bu com a talassemia B*IVS1-

110, intera¢do esta ndo descrita previamente.
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Fig. 18. Sequenciamento do fragmento de DNA do doador 10, amplificado
com os primers Pl ¢ PS5 e sequenciado com o primer 109. Encontra-se
representada a substituicdo de G-A no codon 73, indicando a existéncia de dois
codon GAT-AAT(Hb Korle-Bu Asp—>Asn).
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Fig. 19. Sequenciamento do fragmento de DNA do paciente 8, amplificado
com os primers Pl e P5 e sequenciado com o primer f1. Encontra-se
representada a substituigio de G-A na posigdo 110 do intron 1 do gene da

globina B.



Paciente 11
Paciente branco, 32 anos de idade, sexo masculino, descendéncia italiana,
encaminhado para esclarecimento de anemia hipocrdmica e microcitica. Os dados

laboratoriais do paciente encontram-se na tabela 9.

Tabela 9. Valores hematolégicos do paciente.

GV Hb Ht VCM HCM HbF Hb Reticulé Solubili-
x1012/) (g/dl) (%) () (pg) (%) Ay  cites dade (%)
) %)

Pac 6,15 129 415 68 209 09 20 15 84

A eletroforese revelou que 8,6 % da hemoglobina era anormal, com um
padrio semelhante ao da Hb S e solubilidade normal. A migragéo no gel de agar
foi semelhante 2 da Hb A. Em seu conjunto, os dados hematimétricos, com
microcitose e hipocromia, aliados ao padrio eletroforético (8,6% de Hb com
migragdo na posigio de S) sugeriram a possibilidade de se tratar da hemoglobina
Lepore.

Com o objetivo de identificar esta variante, o gene hibrido 8- foi
amplificado empregando-se um “primer sense” 303, complementar a regiéio 5° do
gene da globina & (tab. 3), localizado na posi¢do -39 com relagdo ao sitio Cap, e
um “primer antisense” P7, complementar a regidio 3* do gene da globina B (tab. 2),
localizado na posigio +1645 com relacdio ao sitio Cap. A reagdo produziu um
fragmento de 1,7 Kb somente na amostra de DNA do portador da hemoglobina

andmala, sendo negativa nos individuos controles.
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O sequenciamento direto do DNA com o “primer” P5 demonstrou uma
seqliéneia correspondente ao gene da globina § até o codon &7, enquanto a
primeira base especifica do gene da globina B foi observada na oitava posi¢do do
intron 2 (IVS2-8) (Fig. 20). Estes dados demonstram que a mutagdo € do tipo Hb
Lepore Boston-Washington, pois o residuo de aminodcido correspondente ao
codon & 87 ¢ glutamina e ao codon B 116 ¢ histidina , conforme referéncias da
literatura (Baglioni, 1962, 1965). Os dados de seqiiéncia de nucleotideos indicam
que o ponto de ocorténcia do crossing-over no paciente estudado, encontra-se

dentro da regido compreendida entre o codon & 87 € a posigdo B IVS2-8.
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Fig. 20. Sequenciamento do fragmento de DNA do paciente 11, amplificado
com os primers 303 e P7 e sequenciado com o primer P5. Indicados pelas setas
o codon 87, que correspondente ao gene da globina & (CAG), e a posi¢do
IVS2-8 do gene da globina B (T), [Hb Lepore Boston-Washington 887 (Gln)
B116 (His)].
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Paciente 12

Paciente com 4 anos de idade, branco, sexo masculino, descendéncia italiana,
assintomatico, com anemia leve, hipocrdmica e microcitica revelada através de
exames de rotina. Em acompanhamento no Ambulatério de Hematologia do
Hemocentro da UNICAMP. Na familia, a mie apresentava um quadro clinico

semelhante.

Os pardmetros hemato6logicos estdo apresentados na tabela 10.

Tabela 10. Valores hematolégicos do paciente e familia.

GV Hb VCM HCM RD Solub HbA, HbF Padrio
x1012/1 g/dl Al pg W% % % % eletrof.

Ay’ 0.5 A ALA

Paciente 547 123 70 225 157 93 A,08 08 X21%
oo Bpx

Ayr 08 ASATKA

Mie 536 96 59 18 238 95 A,08 0.6 X20.8%
cLoXppx

Pai 567 165 8 291 141 95 26 04  AA
rma 539 148 80 274 144 - 29 04  AA

A eletroforese em pH alcalino demonstrou a presenga de duas bandas
andémalas, uma semelhante a da Hb S e outra correspondente a Hb A,’, além das

bandas normais (fig. 21).



L« Hb A
«Hb Hasharon = Hb S

«Hb A2

«HbAY

Fig. 21. Padrio eletroforético das hemoglobinas em pH alcalino. 1. controle
normal AA 2. paciente 12 3. controle AS.
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A separacdo das cadeias de globina em eletroforese de poliacrilamida-uréia-
triton X evidenciou uma variante de cadeia o com migragdo mais rapida que a normal
e uma variante de cadeia B com migragdo mais lenta que a normal (fig. 22).

O estudo das anormalidades moleculares desta familia foi conduzido pela
anélise do DNA através do sequenciamento direto dos genes o e 3 apds amplificagdo
pela PCR, e identificagdo da heterozigose da talassemia ot pela PCR.

A analise do gene o mostrou que o paciente e a mie sdo heterozigotos da Hb
Hasharon (047 Asp—His) e da a-talassemia 2 (-a3.7).

Com o objetivo de identificar a variante de cadeia B, a amostra de DNA do
paciente foi amplificada a partir dos “primers” P1 e P5 (tab. 2), gerando um
fragmento de 771 pb, correspondente aos “exons” 1 e 2. A reagdo de sequenciamento
foi conduzida com o “primer” interno 109. Podemos observar na figura 23, que na
primeira posicdo do codon 34 da reagdo do paciente existem duas bandas paralelas
(G e A) enquanto no controle ha apenas uma banda (G), indicando claramente a
existéncia de dois nucleotideos nessa regido. Isto revela que, concomitante ao codon
GTG (Valina), ha o codon ATG (metionina).

Este tipo de alteracdo ndo havia sido previamente descrita; a nova variante foi
denominada Hb Rio Claro [B34 (B16) Val->Met], dada a origem do paciente, ¢ foi
encontrada em associacdo a 2 alteragdes dos genes o: a Hb Hasharon (o47

Asp—His) e a a-talassemia 2 (-a3-7), o paciente € em sua mae.



Fig. 22. Padrdo de bandas detectado por eletroforese de cadeias de globinas. 1
controle normal 2. Heterozigoto da Hb Hasharon 3. Paciente 12.
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Fig. 23. Sequenciamento do fragmento de DNA controle (1) e de Portador de
Hb Rio Claro (2), amplificado com os primers P1 e P5 e sequenciado com o
primer 109. Indicada pela seta o primeiro nucleotidio do codon 34, onde
ocorre uma banda dupla G-A. Este achado indica a presenga de dois codons
GTG (valina) e ATG (metionina) nessa posi¢ao.
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DISCUSSAO




Algumas das variantes estruturais de hemoglobinas mais frequentes, como a
Hb S e a Hb C, podem ser identificadas através de métodos eletroforéticos simples
¢ teste de solubilidade em tampéo fosfato de alta concentragdo. Entretanto, para a
identificaciio de variantes menos frequentes, os procedimentos envolvendo os
diferentes tipos de eletroforese ndio sdo suficientes. Nesses casos, em geral, sdo
necessarios o isolamento da cadeia da globina anémala, a separagdo em
cromatografia liquida de alta resolugiio dos peptideos ¢ a andlise de aminoacidos
das fragSes anormais (Sick et al,, 1967; Rahbar et al., 1991; Wajcman et al,,
1991a e b). Esse tipo de analise ¢ complexo, consome considerdvel tempo em sua
realiza¢do e requer equipamentos dispendiosos.

Qutra abordagem para a caracterizagdo de hemoglobinas anormais seria a
andlise molecular com o emprego de amostras de DNA ou RNA. Algumas
variantes podem ser identificadas por digestdo com endonucleases de restricéo,
pois essas mutagdes abolem ou criam sitios de reconhecimento dessas enzimas. A
amplificacdo do gene pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢ a hibridizagdo
com oligonucleotideos alelo-especificos (ASO) também podem ser empregadas
(Fischel-Ghodsian et al., 1990; Curuk et al., 1992). Porém, estes métodos ndo sdo
Uteis na caracterizagdo de mutagdes incomuns. Nestes casos, a Unica abordagem
possivel estd baseada em métodos que conduzem ao sequenciamento dos genes
envolvidos.

Nos pacientes deste estudo, a caracterizagdo das hemoglobinas anormais foi
levada a efeito pelo sequenciamento de DNA, o qual permititu o reconhecimento

de diversas hemoglobinas variantes.
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Até janeiro' de 1996, o numero de variantes de cadeia & descritas era de
somente 28 (IHIC). Este mimero ¢ relativamente pequeno, principalmente em
fungdo da dificuldade na identificagio de substituigdes de aminoicidos em
proteinas que ocorrem em pequenas quantidades em heterozigotos (Li et al, 1991).

No Brasil, apenas foram detectadas variantes da globina , denominadas
hemoglobinas A,’, mas ndo foram feitas as suas caracterizagdes moleculares
(Sonati et al, 1996). A Hb A,’ (B2) é a mais comum das variantes de cadeia 8
descritas, foi encontrada principalmente em familias negras, e observado em
heterozigose, homozigose e em combinagdo com as Hbs S, C e talassemia [3
(Pearson et al, 1965; Ball et al, 1966; Codrington et al, 1990).

Neste trabalho descrevemos 3 casos de Hb A,"B2, sendo um em
combinacio com a Hb S. Estes sfio os primeiros casos de A,’ caracterizados
molecularmente na populacéo brasileira.

O paciente 6 foi demostrado ser portador da associagdo das hemoglobinas
C e Camperdown, que ndo ocasionou manifestagdes clinicas significativas. Este
tipo de associagdo € o primeiro descrito na literatura e o segundo relato de Hb
Camperdown na populagdo brasileira, tendo o primeiro sido feito por Miranda et
al (1996). A posi¢do G6 na globina B ¢ ocupada por uma arginina; este residuo
tem um papel importante na estrutura tetramérica da hemoglobina, contribuindo
para sua estabilidade (Perutz, 1987). Por isto ndo é supreendente que a Hb
Camperdown (B104Arg—»Ser) demonstre um certo grau de instabilidade. N&o
obstante, os portadores dessa variante ndo apresentem alteragdes clinicas
significativas (Wilkinson et al, 1975).

A Hb Camperdown foi encontrada primeiramente em uma familia Maltese
vivendo na Australia, e em descendentes italianos (Wilkinson et al, 1975; Zhao et

al, 1990; Miranda et al, 1996; Debernardi et al, 1996).
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O paciente 7 ¢ sua mie foram identificados como portadores da
hemoglobina de Leiden; estes sfo os primeiros casos descritos na populagio
brasileira e é a primeira vez que a alteragfo (delegio dos nucleotideos GAG dos
codons 6 ou 7 da globina B) ¢ identificada a nivel molecular. A Hb Leiden B6(A3)
ou B7(A4)Glu—>0 foi identificada na Holanda, sul da Africa, México e Yuguslavia
(De Jong et al, 1968; Perlman et al, 1981; Juricic et al,1983). E uma hemoglobina
instavel, com afinidade pelo oxigénio ligeiramente -elevada, levando a
reticulocitose e a anemia hemolitica moderada; as conseqiiéncias podem ser mais
graves quando induzidas por drogas, infec¢des virais ou quando a variante for
encontrada em associagdo com P° talassemia (Nagel et al, 1973; Lie-Injo et al,
1977; Schroeder et al, 1982).

A Hb Korle-Bu, também conhecida como G-Accra, foi descrita inicialmente
em Ghana e subsequentemente em familias da Africa central. Ndo resulta em
manifestages clinicas ou hematologicas, tanto em heterozigose, como em
homozigose (Konotey-Ahulu et al 1968; Lehmann et al, 1964; Labie et al, 1974).
Esta variante foi descrita em associagio com a Hb S (Elizondo et al, 1976) e com
a Hb C, resultando em anemia hemolitica moderada, microcitica, levando a
aceleracfo na formacdo de cristais in vitro (Nagel et al, 1993).

Os pacientes 8, 9 e 10 representam os primeiros casos desctitos portadores
de Hb Korle-Bu na populagdo brasileira e também o primeiro estudo em que a
alteragdo B73 Asp-Asn (GAT—AAT) foi demonstrada pela anilise de DNA.
Além disso, o paciente 8, caucasdide de descendéncia italiana, apresentou a
associagdo da Hb Korle-Bu com a B+ talassemia (IVS1-110), associagdo esta
ainda ndo descrita previamente.

O estado heterozigotico das variantes do tipo Lepore apresenta

caracteristicas clinicas e hematologicas semelhantes as da talassemia J3
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heterozigotica, enquanto os homozigotos apresentam forma grave de anemia,
associada 4 auséncia de sintese de cadeias B (Bunn & Forget, 1986). Esta
hemoglobina anormal foi previamente identificada por andlise peptidica, a qual
ndo permite o reconhecimento preciso da regido do “crossing over”. Estudos de
mapeamento génico dos trés tipos de hemolgobina Lepore permitiram estreitar a
regido envolvida na recombinagfo, mas somente dados de sequenciamento de
DNA podem fornecer informagdes precisas referentes ao ponto de quebra
(Metzenberg et al., 1991).

No paciente 11, o fragmento de 1,7 Kbs obtido na rea¢éo de PCR comprova
a presenca do gene mutante hibrido, resultado da fusfio da porgdo 5° do gene da
globina 8 e a por¢do 3° do gene da globina B. Uma vez que esses genes
encontram-se separados por cerca de 7 Kilobases, somente o gene hibrido ¢
amplificado em uma reagdo normal de PCR.

Os dados de sequenciamento indicam que se trata da variante Lepore
Boston-Washington, onde o ponto de quebra no “crossing over” foi inicialmente
descrito com base na analise de amino4cidos (687GIn - B116His) (Baglioni 1962).
Posteriormente, ele foi delimitado & posigdes 587 - BIVSII-8 pela andlise de DNA
(Fioretti et al, 1992). Vérios estudos tem demonstrado que a Hb Lepore-Boston-
Washington € a variante Lepore predominante na Italia (Camachella et al, 1989;
Fioretti et al 1992, Pagano et al, 1997), mas também encontrada em oufras
populagdes (Yamashiro et al, 1997; Ibarra et al, 1997; Ribeiro et al, 1997) ¢ em
associagdo com as Hbs S, C e B-talassemia (Romana et al,1997; Efremov et al,
1988).

Neste estudo a regido de “crossing over” da Hb Lepore-Boston-Washington
foi confirmada entre 687 - BIVSII-8, este é o primeiro caso descrito na populagéo

brasileira.
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A maioria das 700 hemoglobinas variantes foram originalmente detectados
pela migracio eletroforética anormal. Porém, uma propor¢do significativa €
causada pela substituicio de aminodcidos que ndo alteram a carga elétrica da
proteina e sé podem ser detectados por outros métodos(Moo-Penn et al, 1980;
Nakatsuji et al, 1981; Jones et al, 1990).

Neste trabalho identificamos uma nova variante, eletroforeticamente
silenciosa, detectada pela eletroforese de cadeias de globina (paciente 12 ¢ sua
mée). Esta nova variante foi identificada como B34(B16)Val-Met , denominada
Hb Rio Claro, ¢ encontrada em associagdo com Hb Hasharon (047 Asp—His) e
alfa talassemia-2 (-o3.7). A posicio B34 esta envolvida nos contatos alfl e
mutacdes nesta posi¢do podem afetar tanto a afinidade pelo oxigénio quanto a
estabilidade da molécula (Blouquit et al, 1980). Apenas uma variante foi
anteriormente descrita na posi¢do P34, denominada Hb Pitie-Salpetriere
(Val—>Phe), que possui grande afinidade pelo oxigénio, instabilidade ¢ resulta em
eritrocitose (Blouquit et al,1980). A complexa associag¢dio do caso descrito, com a
interagdo com a Hb Hasharon e a talassemia o, deve estar contribuindo para a

anemia moderada observada no paciente e em sua mée.

As sindromes talassémicas representam uma alteragdio genética comurm, com
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ampla distribuigdo mundial, ¢ elevadas frequéncias em populacdes da Bacia do

Mediterraneo, Africa, sudeste da Asia ¢ India (Waye et al, 1997). Geralmente sdo

decorrentes de mutagdes de ponto no gene da globina JB, sendo reconhecidas 160

distintas mutagoes (Baysal & Carver, 1995).

Ainda que a triagem de apenas quatro destas mutagdes permita

reconhecimento da maioria dos casos de talassemia p na populagdo brasileira

0

(Martins,1993), a caracterizagio de mutagSes menos frequentes pode levar ao
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conhecimento de distintas alteracdes moleculares, fundamental para o diagnostico
pré-natal e aconselhamento genético.

Nesse estudo descrevemos uma alteragio rara na regido promotora do gene da
globina B (-88) e uma nova mutagio de ponto afetando o codon 6 do mesmo gene,
em uma paciente com C/B° talassemia.

A paciente 4, de descendéncia arabe-holandesa, foi aqui identificada como
portadora das alteragdes talassémicas B*-88 e BTIVS1-110, cuja associagdo levou a
um quadro clinico de talassemia intermedidria. Este € o primeiro caso descrito no
Brasil da mutacdo B+-88. Esta mutagio (B+-88 C—T) € a segunda causa mais comum
de talassemia B entre as populagdes negras, correspondendo a mais do que 20% dos
alelos mutantes (Orkin et al, 1984; Gonzalez-Redondo et al, 1988) e tem sido
descrita em associacdo com as hemoglobinas S ¢ C (Gonzalez-Redondo et al, 1991;
Romana et al, 1996). A substitui¢io altera a seqiiéncia CACCC da regido promotora
do gene B, diminuindo parcialmente a produgfio de mRNA devido a uma diminuigdo
da liga¢do dos fatores de transcrigdo (Waye et al, 1994).

Importante ressaltar que neste trabalho foi identificada uma nova mutagdo de
ponto afetando o codon 6 no gene P (GAG—TAG), criando um “stop codon” em
substituigio ao codon normal (4cido glutimico). Esta mutagdo, “nonsense”, foi
encontrada na paciente 5, com HbC e [° talassemia. Esta € a primeira mutagio
“nonsense” decrita no codon 6 da globina B ¢ exemplifica a grande heterogeneidade
dos defeitos moleculares na talassemia p.

O diagnéstico de certeza da interagdo entre o gene B° e o gene PC s6 €
possivel através do estudo familiar. Neste caso, a mée da paciente era heterozigota da
Hb C e o pai, descendente de italianos, heterozigoto da talassemia [3

(B6GAG—TAG).
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A terminaciio prematura da sintese de cadeias de globina devido a interrup¢do
da traduciio pode ser causada por mutagles “nonsense” ou “frameshift”. Estas
geralmente originam um produto instdvel, que ¢ rapidamente degradado na célula
(Huisman, 1990; Novelletto et al, 1990). Interessante observar que apenas 14
(8,75%) das 160 mutagdes de ponto na talassemia [ resultam de mutagOes
“nonsense” (Baysal & Carver, 1995). Além disso, no codon 6 (Glu), apenas 5 outras
alteragBes moleculares s3o conhecidas, sendo 4 “missense” (Hb §, Hb C, Hb G-

Makassar e Hb Machida) e uma “ frameshift” (-A do codon GAG) (IHC,1996).



CONCLUSOES




Tomados em conjunto, os dados deste trabalho permitiram a caracterizagio
molecular de 7 alteragdes de cadeia B e 1 alteragdo de cadeia 8. Duas dessas
alteracBes moleculares foram aqui descritas pela primeira vez na literatura, a Hb
Rio Claro p34(B16)Val>Met e a alteragio talassémica B°6 Glu—“stop codon”
(GAG—STAG). Além destes achados, trés outras alteragbes estruturais: Hb
Leiden, Hb Korle-Bu e Hb Lepore-Boston-Washington representam os primeiros
casos descritos na populagiio brasileira, sendo que as Hbs Leiden e Korle-Bu
foram demonstradas pela primeira vez por andlise molecular. Adicionalmente foi
possivel identificar a interagdo entre a Hb C ¢ Hb Camperdown, a variante de

cadeia 8 denominada Hb A,’B2 e a alteragfio talassémica f*-88.
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RESUMO
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As hemoglobinas humanas, compreendem um grupo de moléculas protéicas
responsaveis pelo transporte de oxigénio dos capilares alveolares dos pulmbes para
os tecidos. As moléculas variantes de hemoglobinas sfo caracterizadas pela
anormalidade estrutural de uma subunidade particular da globina ¢ podem ou néo
resultar em alteragdes clinicas detectdveis. Existem alterac@es que levam a uma
redugdo no ritmo de sintese de uma ou mais cadeias polipeptidicas da hemoglobina
denominada de sindromes talassémicas.

Neste estudo identificamos as alteracées moleculares em 3 pacientes
portadores de variante de cadeia 8, 7 pacientes com variantes de cadeia B e 2
pacientes com talassemia [3. A caracterizagdo das alteragcGes foi feita pelo
sequenciamento de DNA dos genes de globina beta e delta apos amplificagdo pela
rea¢do em cadeia da polimerase.

Variantes como as Hbs Lepore-Boston-Washington, Leiden, Korle-Bu e
A,’B2 representam os primeiros casos descritos na nossa populagio sendo que as
Hbs Leiden e Korle-Bu foram demonstradas pela primeira vez por andlise de DNA.

Uma nova variante de cadeia B eletroforeticamente silenciosa detectada pela
eletroforese de cadeia de globinas, denominada de Hb Rio Claro B34(B16)Val—>Met,
e encontrada em associagfo com Hb Hasharon (047 Asp—>His) ¢ alfa talassemia-2 (-
03.7). Foi descrita neste trabalho adicionalmente uma nova mutagio de ponto
afetando o codon 6 no gene da beta globina (GAG—>TAG), criando um “stop codon”
¢ uma altera¢do rara na nossa populagfo na regido promotora do gene da globina beta

(—88), ambas levando a talassemia 3.
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