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ABREVIATURAS

Kda - kilodaltons

Nm — nandémetros

Hb - Hemoglobina

Hb F - Hemoglobina Fetal

Hb S - Hemoglobina S

Hb A - Hemoglobina A

PCR - Polimerase Chain Reaction

SSCP - Single Strand Conformation Polymorphism
RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism
HSs - Hypersensitive Sites

DNA - Deoxyribonucleic Acid

DNase — DNA polimerase

LCR - Locus Control Region

FC - F Cells

FCP - F Cells Production

pb — pares de base

Kb — kilobases

EDTA - acido etilenodiaminotetracético



ABSTRACT

Human beta globin gene complex spans a region of 70 kb and contains
numerous sequence variants. Alleles within the cluster of polymorphic sites
stretching from 5°of the e-globin gene to 3°of wp-globin gene show strong
linkage disequilibrium; similar linkage disequilibrium exists for the alleles in
the cluster of sites from 5°of the B globin gene to 17 kb downstream. No
linkage disequilibrium exists between these two subclusters. The 9 kb region
between the 5°and 3’clusters has therefore been proposed as a recombination
“hot-spot”. This study intends to investigate if the length of the repeats is
haplotype specific and to narrow the B globin cluster in order to characterize
the most approximate breakpoint. We described 13 sickle cell patients with at
least one recombinant allele. § haplotypes were derived from the following
RFLPs in the B globin gene cluster; XMn I — 5° %, Hind IIT - %y and “y, Hinc
II - wB, Hinc II — 3°yB, Hinf I — 5’3 and Ava II B. RFLPs were analyzed using
restriction enzyme analysis of DNA that was specifically amplified by the
PCR. Furthermore, we selected 3 short tandem repeats (STR) throughout the B
globin cluster — within the LCR - HS2 (TA repeat), between LCR and € gene
(CA repeat), and within the second intron (IVS2) of the Sy (TG repeat). These
sequences were analyzed by radiolabeled PCR and observed in denaturing
polyacrilamide gel. These microsatellites are commonly used as polymorphic
markers but their potential functional role 1s poorly documented. In addition,
we analyzed other sequences — three sequences located within a region of 8 kb
between BLCR-HS2 (second DNase I hypersensitive site within the beta locus

control region) and € gene, one located 5°of the § globin gene and one located
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3’of the B globin gene in HS3” by no-radiolabeled SSCP. We characterized
by sequencing one microsatellite region located between LCR and € gene, and
a tandem repeat sequence (AT)xTy located —530 bp from the B globin gene
cap site. In eight patients, the recombination occurred within a region of 2 kb
between LCR and € gene — seven alleles revealed a hybrid haplotype of
Bantu/Benin and one revealed Bantu/Senegal. In three other cases we
observed two breakpoints in the same allele — one located within a region of 2
kb between LCR and € gene and the second located between $ and B genes. In
two of these alleles we probably found a mosaic of a Bantu-type BLCR-HS2, a
Benin B 5° subbaplotype and a Bantu 3’ subhaplotype. The third allele
appeared to be a mosaic of a Bantu-type BLCR-HS2, a Senegal 5’
subhaplotype and a Bantu 3” subhaplotype. We also found two patients that
were homozygous for Bantu haplotype, but in a Hind III “y polymorphic site
their alleles presented a heterozygous pattern. It could be originated by point
mutation exactly in this polymorphic site. Our data suggested that most of the
atypical haplotypes were originated by recombination. The two most
described recombination breakpoints were located between LCR and & gene

and between & and B genes.
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RESUMO

O complexo da globina beta humana compreende uma regido de 70 kb e
contém numerosos polimorfismos. O conjunto desses polimorfismos estd em
desequilibrio de ligacdo com o gene da globina B3 ¢ sdo denominados de
haplétipos. O estudo desses haplétipos mostrou que a mutagio da globina p°
teve origens independentes em diferentes regides. Essas regides ddo a
denominacdo aos haplétipos, desta forma os haplétipos classicos sdo Bantu,
Benin, Senegal, Camardes ¢ Indiano. Nesse estudo foram caracterizados, do
ponto de vista molecular, 13 pacientes que apresentaram haplotipos atipicos.
Este estudo possibilitou a caracterizagdo desses haplotipos e, nos casos de
recombinacdo, permitiu identificar a regido do provavel ponto de quebra. Os
haplétipos foram determinados pela analise dos seguintes sitios para RFLP:
XMn1-5 gene yG, Hind IIT - yG e YA, Hinc Il - B3, Hinf[ - 5° B e Ava II -
B. Adicionalmente, foram selecionadas 3 regiSes de repetigdes de
dinucleotideos, ao longo do “cluster” da globina beta - no interior do LCR-
HS2 (repeticido de TA), entre 0 LCR ¢ o gene € (repeticdo CA) e no interior do
segundo intron do gene yG (repeticdo TG). Essas regides foram analisadas por
PCR radioativo e observadas em gel de poliacrilamida desnaturante. Regides
microsatélites sdo comumente usadas como marcadores polimorficos, porém
seu papel funcional é fracamente documentado. Além disso, foram estudadas
outras seqiiéncias; 3 localizadas em uma regifio de 8 kb entre LCR-HS2 ¢ o
gene g, uma localizada 5° do gene B e outra localizada 3° do gene P, no sitio
hipersensivel 3° (HS3’), por SSCP ndo radioativo. Foram também
caracterizadas por sequenciamento a regido de repeticdo localizada entre LCR

e o gene € (repeticio CA) ¢ também uma regifio de repeti¢do localizada na
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posi¢io —530 5° do gene B - (AT)xTy. Em 8 dos 13 alelos analisados, o ponto
de quebra da recombinagio ocorreu dentro de uma regido de 2 kb entre LCR ¢
gene € - 7 alelos revelaram um haploétipo hibrido Bantu/Benin e 1 revelou o
hibrido Bantu/Senegal. Em 3 outros casos nos observamos dois pontos de
quebra no mesmo alelo — um localizado dentro de uma regido de 2 kb entre
LCR ¢ o gene £ e o segundo localizado entre os genes & ¢ §. Em dois deles,
provavelmente, existe um mosaico: Bantu na regido do LCR/ subhaplétipo 5°
Benin B*/ subhaplétipo 3> Bantu. O terceiro parece ser um mosaico do tipo
Bantu na regifo do LCR/ subhapldtipo 5° Senegal/ subhaplétipo 3° Bantu.
Foram também encontrados 2 pacientes homozigotos para haplétipo Bantu,
mas no sitio polimorfico para Hind IIT no gene vA, seus alelos apresentaram
padrdo heterozigoto. Uma explicagdo possivel para esse fato seria uma
mutacdo de ponto exatamente neste sitio polimorfico. Nossos dados sugerem
que a matoria dos haplétipos atipicos foram originados por recombinagio. Os
pontos de recombinagdo de elevada freqii€ncia ("hot-spots") foram localizados

entre LCR ¢ o gene € e entre os genes o e p.



INTRODUCAO

A hemoglobina humana (Hb A) é uma proteina globular com um didmetro de
aproximadamente 5,5 nm e um peso molecular de 64,4 kDa. A molécula
consiste de dois pares de cadeias polipeptidicas globinas diferentes (o2[3,).

O “locus” da globina beta humana estd localizado no cromossomo 11, em uma
regido que compreende aproximadamente 70 kb, e contém cinco genes, com
expressdo somente em células eritrdides, dispostos na ordem em que aparecem
durante o desenvolvimento ontogenético normal (5°-e-Gy-Ay-6-8-3°) (fig.1).
A regido que controla o “locus™ da globina beta (LCR) foi originalmente
identificado pela presenga de quatro sitios hipersensiveis a DNase I (HS1-4),
localizados 6-18 kb a montante do gene & (Stamatoyannopoulos et al., 1994).
Cada sitio hipersensivel a DNase I corresponde a uma sequéncia separada de
elementos contendo numerosos sitios de ligacdo para fatores ubiquos e
eritroéide-especificos ativos em frans (Bungert ef al., 1995). O gene da cadeia
o é duplicado em humanos e localizado no cromossomo 16. A forte
homologia estrutural entre as cadeias o ¢ B indica que eles surgiram a partir da
duplicagio de um Gnico gene num ponto primitivo na evolugdo (Embury ef al.,
1994; 11 and Graur, 1991). O grupo heme, ferroprotoporfirina IX, esti
covalentemenic ligado em cada uma das cadeias através de um sitio
especifico. Quando o ferro do grupo heme estd no estado reduzido, pode se
ligar reversivelmente a ligantes gasosos, tais como oxigénio ou mondxido de
carbono (Embury ef al., 1994).

A produgido de hemoglobina nos seres humanos se faz presente nos glébulos
vermelhos e é caracterizada por duas principais mudangas em sua composigéo.

Durante os primeiros trés meses de gestagdo, as células vermelhas contém trés
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tipos de hemoglobinas: Gower I (£3¢,), Gower Hl (a8;) e Portland (&,y,). Estas
hemoglobinas embrionarias sdo smtetizadas no inicio do desenvolvimento
humano. Na quinta semana de gestagdo, ocorre ativagéo da globina y no
figado e a expressio do gene embriondrio ¢ silenciada. A principal
caracteristica da hemoglobina fetal é a alta afinidade pelo oxigénio, o que
facilita o transporte do oxigénio através da placenta. No feto, a produgdo de
cadeias de globinas v é aproximadamente 50 vezes maior do que a expressdo
de cadeias . Durante este periodo os eritroblastos e células vermelhas fetais
coexpressam globinas y e B. A sintese de cadeia B aumenta progressivamente
durante o desenvolvimento intrauterino, chegando ac nascimento com 20 a
40% do total de hemoglobina. No adulto, aproximadamente 0.5 a 1% do total
de hemoglobina representa Hb ¥, enquanto que 2% representam hemoglobina
Az (028:) € 0s 97% restantes sdo hemoglobina A (028,) (Stamatoyannopoulos
et al., 1994). O controle da transcricio ¢ regulado primariamente pela
estrutura da cromatina ¢ disponibilidade de multiplas proteinas tecido
especificas atuantes em frans. Estudos da estrutura da cromatina tém mostrado
que o "cluster” inteiro da globina beta ¢ mantido em uma conformacdo “ativa”
por todo o desenvolvimento eritréide enquanto permanece empacotado numa
conformagdo “inativa” em células ndo eritréides (Emerson, 1993). Uma vez
ativado o “locus” cromossomal, os genes das globinas sio, diferencialmente,
regulados por fatores atuando em frans operando em promotores e
“enhancers” especificos que estio associados com cada gene. O passo inicial
mais importante na ativagdo do “locus” cromossomal € aparentemente
regulado por sequéncias do LCR. Entdo, a expressdo da globina é controlada

por ativacdo global de um grande “locus™ cromossomal (pelo LCR) e por
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ativagdo local dos genes individuais (promotores individuais de cada uma das

globinas) (Emerson, 1993).

DNase HSs

iy

Fig. 1. “Cluster” da globina beta humana. Sdo ao todo 5 genes expressos em fases distintas do
desenvolvimento e na ordem em que estdo ai dispostos. Cada um destes genes ¢ composto por 3 exons
intercalados por 2 introns. O gene que aparece em rosa € na verdade um pseudogene ndo funcional.
Aproximadamente em uma seqiiéncia de 20kb se encontra o LCR ¢ a distdncia que o separa do gene &. Deste

gene até o final do “cluster” sdo ao todo 55kb.

PROPRIEDADES DO LCR

[LCRs sdo potentes elementos regulatorios caracterizados fenotipicamente por
trés propriedades principais: conferem expressdo em niveis fisiologicos e
tecido-especifica aos genes ligados, ativam a transcricdo dos genes de
maneira independente da posigdo e dependente do niimero de copias e além
disso, determinam o tempo da replicagio do DNA e a escolha da origem
utilizada (Li et al., 1999). LCRs sdo elementos incomuns, distintos de
promotores, classicos ativadores (“enhancer”, isto €, sequéncias regulatorias
que atuam em cis, envolvidas na ativagdo transcricional), isolantes
(“insulator”) cromossomais e regides anexadas a matriz (“MARs”). Eles sdo
mais complexos do que “enhancers” e “insulators”. De fato, eles incorporam

as funcdes de ambos elementos. “Enhancers” ativam a transcrigdo, mas a
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expressdo génica poderia estar ausente ou variavel em decorréncia de um
efeito de posigdo (PE). Este efeito de posi¢do resulta de efeitos positivos ou
negativos da cromatina circundante ao gene. Diferente dos “enhancers”, LCRs
reduzem os efeitos de posigdo. “Insulators” interrompem a comunicagdo entre
um promotor € um outro elemento regulatério, quando colocados entre eles
(Liet al., 1999). A inclusdo do LCR aumenta a expressdo do gene da globina
beta humana em wm nivel comparavel a expressdo do gene da globina beta
endogeno em todos os animais transgénicos testados, indicando que o LCR
tem uma forte atividade de “enhancer”™.

A completa expressio dos genes do “locus” do gene da globina beta humana
requer a associagdo do LCR. Estruturalmente, o LCR ¢ definido pela presenca
de quatro dominios, os quais foram caracterizados como sitios hipersensiveis a
DNase I (HSs). Estes dominios compreendem os elementos ativos do LCR
(Pomerantz et al., 1998). Como classicos “enhancers”, a atividade individual
de cada HS é independente da orientagdo. Muitas evidéncias indicam uma
ligacdo entre a estrutura da cromatina do “locus™ do gene da globina beta e a
sua regulagdo. LCR contém uma atividade “enhancer” muito forte e funciona
na formagfo de uma estrutura de cromatina aberta (ativa) que se estende sobre
0 “cluster” iteiro. A delegdo do LCR afeta dramaticamente nio somente a
expressdo dos genes B ¢ v globina, mas também a estrutura da cromatina ¢ o
tempo de replicagdo ao longo do “locus”. Entretanto, quando um grande
fragmento de DNA, contendo o LCR inteiro, ¢ ligado ao gene B globina, os
modelos animais trangénicos expressam 0 gene, em niveis compariveis ao
enddgeno. O alto nivel de expressdo do transgene indica muito bem a presenga
de “enhancers” no LLCR (Hardison ef al., 1997). Quando ligado em cis com os
genes globina individualmente, 0 LCR dirige a expressdo em alto nivel e

eritroide especifica de uma manetra que € largamente independente da
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orientagdo e do sitio de integragdio dentro do genoma, isto &, ndo estd sujeita a
efeitos de posi¢io. A maior atividade do LCR esta associada com 5°HS2, HS3
e HS4, esta afirmacfo é consistente com a observagdo que a delegdo do HSI
néo esta associada com nenhuma anormalidade na expressdo do gene (Driscoll
et al., 1989). De fato, isto pode ser enfatizado pelo fenétipo da ydB-talassemia
observado na delecdo do tipo espanhola, a qual remove os sitios HS2-4. A
consequéncia ¢ que a cromatina do “cluster” ¢ deixada em uma conformagdo
que ¢ inacessivel para DNase I, e os genes globina nfio sfo expressos (Driscoll
et al., 1989). Portanto, esta analise da perda de funcdo também mostra que o
LLCR é necessario para o estabelecimento ¢ a manuten¢do de um dominio de
cromatina aberta, no qual os genes globina sio expressos (Hardison et al.,
1997). A regiio HS2 atua como um classico “enhancer” em cultura de células
¢ ratos trangémicos ¢ foi imicialmente considerada como a contribui¢io mais
significante para a atividade “enhancer” do LCR. HS2, como simples fita,
ativa a expressio do gene globina em cultura de células, mas nio tem a fungio
da expressio independente da posicdo em animais transgénicos
(Stamatoyannopoulos ef al., 1994). A fun¢do de manter a cromatina aberta
parece ser independente da atividade “enhancer” e estd associada com HS3
(Baron, 1997). Existe a evidéncia recente que o LCR participa diretamente na
modulagdo da concentracio da Hb F e que certos sitios, juntamente com o
LCR, podem afetar especificamente a transcrigdo dos diferentes genes dentro
do “cluster” da globina beta (Embury ef al., 1994). O segmento do HS2
mostrou conter uma alternincia purina/pirimidina em uma sequéncia
referéncia de {(AT)10A(CAR(TAYCGT(AT);,. Variagbes de nucleotideos
dentro desta sequéncia motivo e nas sequéncias vizinhas foram primeiramente
descritas nos cromossomos de haplotipos Senegal e Benin na anemia

faiciforme. Estudos aprofundados em séries de pacientes homozigotos para
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haplétipos Benin, Bantu, Senegal, Camardes ¢ Indiano revelaram que cada

haplétipo estd em desequilibrio de ligagdo com uma configuragio especifica
desta sequéncia polimdrfica, cada configuragio sendo diferente da sequéncia
referéncia publicada (Labie and Elion, 1996). Para simplificar, este motivo
pode ser escrito como {AT)xNi(AT)y, onde X e Y representam nimeros
variados de repeticdes. Grande progresso tem sido feito no estudo dos
mecanismos de transcrigdo do gene da globina beta. As sequéncias
regulatorias chaves e muitos dos fatores de transcrigdo que se ligam a elas tém
sido identificados. Entretanto, a possibilidade de afetar o desenvolvimento
embrionario ou reativar o0 gene y somente agora apresenta alguns resultados
potenciais. Este evento molecular € critico para o avango da terapia da anemia
falciforme ¢ talassemia beta, visto que nivels persistentemente altos da
hemoglobina fetal sdo conhecidos por atenuar a gravidade clinica destas
desordens. Por isso, 0 maior objetivo destas areas da pesquisa ¢ traduzir a
compreensio dos mecanismos moleculares béasicos em alternativas

terapéuticas.

HEMOGLOBINA S

O periodo exato do aparecimento da mutagdo S ndo € conhecido com precisio,
mas a mutagdo presente hoje, provavelmente, ocorreu simultaneamente ao
tempo em que a malaria se tornou endémica. O estabelecimento da elevada
prevaléncia dessa mutagdo certamente regquereu um fator seletivo,
provavelmente a malaria (Embury ef al., 1994).

A alta concentragdo de hemoglobina nas células vermelhas (32 a 34g/dl)
requer que esta proteina seja extremamente solivel. A substituicio da valina

pelo acido glutdmico, ocorrida no codon 6 do gene da globina B, resulta em
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uma notavel diminui¢io da solubilidade da Hb S quando desoxigenada. Esta

substitui¢do na cadeia dos aminodcidos ocorre devido a uma mutagdo
classificada como uma transversdo, isto é, troca de uma purina por uma
pirimidina GAG (Glu)>GTG (Val) (Stamatoyannopoulos ef al., 1994).

A agregacdo da Hb S desoxigenada em polimeros ¢ o evento primério na
patogénese molecular da doenga falciforme. Sob condigdes fisioldgicas de pH,
forca 10nica e temperatura existente na circulagio das células vermelhas, o
polimero assume a forma de uma fibra elongada, que geraimente se alinha
com outras fibras, resultando na distor¢do em forma falciforme ¢ uma notavel

diminui¢do da deformabilidade caracteristica da célula vermelha.

HEMOGLOBINA FETAL

Em adultos normais, a sintese de hemoglobina fetal é reduzida a niveis muito
baixos, geralmente inferior a 1% do total de hemoglobina. A Hb F ¢
irregularmente distribuida e restrita a uma populagdo de eritrocitos
denommados “cé€lulas F” (FC) (Boyer er al., 1975). Caracteristicas clinicas e
laboratoriais de pacientes com anemia falciforme sio influenciadas pela
concentragdo de hemoglobina fetal. Desta forma, pacientes com niveis altos
tém menos episddios dolorosos e sobrevida maior (Steinberg er al., 1995). Os
niveis de Hb F t&€m notdvel variagdo entre pacientes com Hb SS. A produgio
de Hb F pode ser influenciada por determinantes ligados em cis ao “cluster”
do gene da globina B e por elementos em frams a estes genes. Entre os
determinantes que atuam em cis incluem-se os haplotipos do “cluster” do gene
da globma [ (Steinberg ef al., 1995). Cada haplotipo esta associado com
outras variagdes polimorficas presentes neste “cluster”. Estas variacdes estdo

concentradas em regides evolutivamente conservadas, ricas em sitios de
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ligagdio para fatores de transcrigdo eritrdide-especificos e ubiquos. Entre estes
polimorfismos associados ao haplétipo estd o LCR-HS2, localizado a 6 kb 5°
do gene €. O HS2 do LCR ¢ polimérfico em pacientes com Hb SS. Outro
polimorfismo compreende uma regido de 500 pb, comegando a 1.15 kb a
montante do gene yG. Essa seqii€ncia contém um dominio para ligagdo de
fator de transcricdo que deve ser funcionalmente importante e haplotipo
especifico (Pissard and Beuzard, 1994). Adicionalmente, outra regido
importante parece ser um possivel repressor do gene da globina $, com
sequéncia haplotipo variante (AT)xTy, esta localizado 530 pb 5° deste gene ¢
pode contribuir para modular a expressdo do gene da Hb S (Berg ef al., 1991).
Finalmente, uma delegdo de 4 pb (AGCA), 5° do gene YA, pode ser um
elemento, atuando em cis, que aumenta a expressdo de ambos 0s genes Y
quando combinado com um fator atuante em frans (Lu and Steinberg, 1996).
Algumas mutagées na regido dos promotores, embora ndo associadas com
nenhum haplotipo em especial, elevam os niveis de Hb F ¢ sdo responsaveis
por alguns tipos de persisténcia hereditaria da Hb F (Lu and Steinberg, 1996).
Entre os elementos que atuam em #rans, incluem-se o “locus” de produgdo de
“células F” (FCP) ligado ao cromossomo X, que esta associado com variagio
nos niveis de FC na anemia falciforme (Dover ef al., 1992). Outro “locus” foi
mapeado no cromossomo 6q23 (Garner ef al., 1998). Além destes “locus™ ¢
dos fatores ligados ao “cluster” da globina § existem ainda outros fatores que
podem interferir na concentragdo de Hb F, entre eles a idade e o sexo
(Steinberg ef al., 1995). Entre estas variaveis, o “locus” FCP é o mais
importante fator responsavel pelos niveis de Hb F e responsavel por 35 a 41%

do total de variagdo de Hb F nos individuos portadores de anemia falciforme.
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HAPLOTIPOS DO “CLUSTER” DA GLOBINA BETA

Os genes PB° surgiram independentemente em pelo menos trés regides
geograficamente distintas da Africa e em uma regifio da Asia. Estdo
respectivamente ligados aos trés mais comuns haplétipos do “cluster” do gene
da globina beta: Benin (oeste da Africa Central), Senegal (oeste da Africa
Atlantica) e Bantu (Republica Central Africana) (Bouhassira ez al., 1989). Um
hapiotipo menos frequente, o Camardes, descoberto em 1992 por
Lapouméroulie et al, difere dos demais nas regides 5’¢ 3°. Todos os
portadores deste cromossomo pertencem ao grupo étnico Eton ¢ tiveram sua
origem no vale do rio Sanaga (Aﬁ'ica) (Lapoumerouile er al., 1989). Os
haplotipos parecem estar, em alguns casos, associados com caracteristicas
genéticas e hematologicas distintas da anemia falciforme, principalmente no
que se refere a expressdo do gene yG (Nagel ef al., 1985). Haplétipo pode ser,
de uma manetra simplificada, referido como o “background” genético que
acompanha o gene P°. Este conjunto de sequéncias polimérficas
provavelmente existiam no cromossomo antes do evento mutacional no gene 3
(Pagnier et al., 1984). Desde a primeira descrigéo, por Kan e Dozy (1978), de
um sitio polimérfico de restrigdo Hpa 1 em desequilibrio de ligagdo com a
mutacdo da Hb S, varios polimorfismos de comprimento de fragmentos de
resiricdo (RFLPs) na vizinhangca do gene da globima beta foram descobertos
(Lapoumerouile et al., 1989). Dados combinados dos padres polimorficos de
varios RFLPs no cromossomo tém permitido a descrigdo dos haplétipos do
“cluster” da globina beta, que compreendem uma regido de mais de 60 kb,
mdo desde 1 kb 5° do gene ¢ até 8 kb a jusante do gene P (Pagnier er al.,
1984). Estes RFLPs definiram os haplétipos e sdo até hoje marcadores
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genéticos eficientes para investigagdo da origem e propagagéio da mutagio B°
(Lapoumerouile ef al., 1989). Ao todo sdo 20 RFLPs, presentes numa regifio
total de 63 kb, no “cluster” da globina beta. Estes polimorfismos estfio
presentes em fré€s grupos: uma parte localizada nos 34 kb 5° ao “cluster” (5’ao
gene € até 3° ao pseudogene beta yp), a segunda localizada nos 9 kb que
separa os dois subclusters e a terceira localizada nos 19 kb 3° ao “cluster”
(compreendem as regides 5°ao gene B até 17 kb a jusante) (Chakravarti et al.,
1984). Entretanto os haplétipos podem ser precisamente determinados usando
apenas 7 dos sitios de restrigio: XMn I, Hind I nas regides dos genes YG e
YA, Hinc Il no yP e enfre yB e 5, Hinf I 5°do gene B e Ava Il no gene P
(hg.2) (Powars, 1991). O padrio polimdrfico de restricdo de cada um dos
haplétipos citados acima estd descrito na tabela 1. Desta forma, a
determinagdo destes haplotipos estd baseada ma presenga ou auséncia de
diferentes sitios para enzimas de restricdo. Além dos polimorfismos nos sitios
de restrigdo, os haplotipos estdo associados com variagdes na sequéncia de
nucleotideos, em determinadas regides do “cluster”, que sio caracteristicas
para cada um deles. As variagSes ja determinadas sdo: regidio microsatélite
localizada no HS2 do “locus control region” (repeti¢io TA), (AT)xTy
localizado 5°do gene B, delegdo de 4 pares de bases localizada 5°do gene YA,
variagdes presentes nos promotores dos genes YG e YA e intron IT do gene YA
(Steinberg, 1996).
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XMn | Hinc il  Hinfl
Hindm Hindlll  Hincll Ava i

Fig. 2: “Cluster” da globina beta fio cromossomo 1l. As setas apontam para 0s 8it10S

polimorficos, identificaveis por endonucleases de restrigdo, utilizados neste trabalho.

Tabela 1: Padrdo de restrigio dos cinco haplétipos principais, para os sete sitios analisados

neste trabalho.

HAPLOTIPO XMn 1 Hind Il Hind 01 Hinc U Hinc 1l Hinf1 Avall

BANTU = + N = i = +
BENIN " B} _ B} + } +
SENEGAL + - & + + g, +
INDIANO + i . o " T
CAMAROES - - - - + s £

Varios relatos na literatura descrevem padrdes de haplotipos diferentes
daqueles classicamente descritos. De maneira geral, esses haplotipos sdo
genericamente denominados de “haplotipos atipicos” (Gongalves ef al., 1994;
Nagel et al., 1985; Ofori-Acquah et al., 1999; Pagnier et al., 1984, Powars,
1991: Smith et al., 1998; Srinivas et al., 1988; Zago et al., 2000). A origem
desses haplotipos atipicos ainda ndo ¢ completamente conhecida. Varios deles
parecem originar-se por recombinagdes, mutagdes de ponto nos sitios de

restricdo ou conversdo génica, e alguns poderiam representar novos
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haplétipos, diferentes dos ja conhecidos (Zago ef al., 2000; Gongalves et al.,

1994; Ofori-Acquah ef al., 1999; Smith ef al., 1998; Flint et al., 1998).

Dessa forma, o estudo desses haplétipos atipicos € importante pelas
informagdes que podem advir da localizagio dos provaveis pontos de
recombinacdo no comjunto de genes da globina beta, bem como da
contribui¢do que podem fornecer para avaliar a associagdc entre diferentes

haplotipos e gravidade clinica da anemia falciforme.

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAO CIRCULANTF
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OBJETIVO

Determinar as caracteristicas moleculares e possiveis regides de recombinagdo
de haplétipos atipicos detectados em pacientes com anemia falciforme no

Brasil.
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CASUISTICA

Foram selecionados para este estudo 13 entre 98 pacientes homozigotos para
anemia falciforme, em seguimento no Ambulatério de Hematologia do
Hemocentro da Unicamp. Além destes, foram analisadas também 2 amostras
encaminhadas pela Fundacio Oswaldo Cruz do Estado da Bahia. Esses
pacientes foram estudados porque apresentaram haplotipos diferentes dos 5
classicamente descritos (Bantu, Benin, Senegal, Camardes e Indiano). Nao
houve selegdio quanto a idade ou sexo. As amostras provenientes da Unicamp
sdo referidas com numeros de 1A até 98A, enquanto que as 2 amosiras
provenientes da Bahia estdo identificadas com os niimeros 0175 e 5146.
Dentre os paciente selecionados ha uma familia de 5 pessoas, referidas como
18A, 36A, 40A, 76A ¢ 88A. Para andlise do paciente 5A, a familia foi
convocada, tendo comparecido 2 irmdos ¢ o pai. O pat e um dos irmios
apresentaram a mutacio BS em heterozigose, o outro irmao foi diagnosticado

normal, isto &  homozigoto para gene da globina B>
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MATERIAIS E METODOS

1. EXTRACAO DO DNA GENOMICO

O DNA foi extraido de leucocitos presentes no sangue periférico. O sangue foi
colhido em frasco estéril, em um volume total de 10-20mi com EDTA (acido
etilenodiaminotetracético) 10% como anticoagulante. Este sangue foi entéo
centrifugado por 10 min a 1200g em centrifuga refrigerada (Beckman) a 4°C,
para separagdo do plasma. Apods descarte do plasma, as hemacias foram
lisadas através da adigdo de uma solugio de cloreto de aménio NH,Cl 0,144M
(5X o volume de células) e bicarbonato de amdnio NH,CO; 0,01M (0,5X o
volume de células). A mistura foi centrifugada por 15 min a 3000 rpm e o
sobrenadante foi descartado, procedimento que se repetiu até que o botdo de
leucdcitos ficasse claro no fundo do tubo. Em seguida fo1 adicionado 1 ml de
.DNazol (Life Tecnologtes, Inc. Grand Island, N.Y ), reagente responsavel por
isolar DNA gend6mico de amostras liquidas ou solidas. O DNA fot precipitado
com adigdo de 30 ml de etanol absoluto gelado, lavado com etanol 70% e
solubilizado em um volume de agua deionizada proporcional ao tamanho do

precipitado.
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2. CONFIRMACAO DA MUTACAQ NO GENE BETA

O diagnostico de anemia falciforme foi realizado com base em estudos
clinicos e laboratoriais, incluindo eletroforese de hemoglobina e dosagem de
Hb A, e Hb F. Além disso, a analise familial fo1 feita na matoria dos casos.
Adicionalmente, o diagnostico foi confirmado pela analise molecular da
mutacgio B°. Isto foi feito através da amplificago génica desta regido, seguida
de digestio com enzima de restricio Dde 1 (Amersham) e deteccdo dos
produtos digeridos em gel de agarose 2% em tampfio TAE (Tris-EDTA-
Acetato) corado com brometo de etidio (Chehab er al., 1987). A amplificagio
s¢ deu através de PCR (Polimerase Chain Reaction), reacio em cadeia
mediada pela polimerase. A sequéncia, a posi¢do dos primers ¢ as condigdes

de temperatura estdo descritas na tabela 2.

Tabela 2. Diregfio, posicio , sequéncia e condigfes de temperatura dos primers ¢que confirmam mutagiio no
codon 6 da globina beta

SEQUENCIA DO PRIMER DIRECAO CONDICOES DA REACAQ POSICAO
553

e 307 a94°C

TCCTAAGCCAGTGCCAGAAG - 61976
e 307a’5°C

TCATTCGTCTGTTTCCCATTC - 62313
e« S0 a72°C

— Priner sense

< primer antisense
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3. DETERMINACAQ DOS HAPLOTIPOS DO COMPLEXO DO GENE DA

GLOBINA [

A andlise inicial para sele¢do dos pacientes com haplétipos atipicos incluiu 7
sitios polimoérficos de restrigdo, analisados por RFLP, ¢ uma seqiiéncia
polimorfica e haplétipo especifica, presente no HS2 do LCR (posigdes
8486/8992, segundo coordenadas do Genbank), analisada por SSCP nio
radioativo. A partir destes resultados, a caracterizagdo desses haplotipos
atipicos foi levada a efeito por um conjunto de procedimentos cujos objetivos
foram analisar as regides ja classicamente descritas, analisar outros sitios que
pudessem contribuir para estreitar as regides dos possiveis pontos de quebra
nas recombinagdes e, ainda, ampliar as regides estudadas nas diregdes 5° ¢ 3°.
Desse modo, nesse trabalho foram empregadas as seguintes metodologias:
determinagdo dos polimorfismos nos fragmentos de restrigio de 7 regides
(RFLP), através de amplificagdo por PCR seguida por digestdo enzimatica,
SSCP pao radioativo de 5 regides, determinagio dos polimorfismos no
tamanho de 3 regides microsatélites, por eletroforese em gel de poliacrilamida

¢, finalmente, sequenciamento de regides previamente seiecionadas.

4. DETERMINACAQ DOS FRAGMENTOS DE RESTRICAQO (RFLP) POR
DIGESTAQ ENZIMATICA

Os haplotipos classicos de 98 pacientes homozigotos para HbS foram
determinados usando metodologia descrita por Sutton et al (Sutton et al.,
1989). Os primers, posi¢des e dire¢des estdo descritos na tabela 2. Para

rcalizacdo de todos os PCRs descritos neste trabalho, utilizamos o
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termociclador da MJ Research. Todos os PCRs apresentaram volume final de
50ul constituidos de: 500ng de DNA genémico, 10mM de Tris-HCI (pH 8.0),
50mM KCL, 1mM EDTA, 0.1% Triton X-100, 50% glicerol, 2mM de MgCl,,
0.4mM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dTTP, dGTP),
50ng de cada primer (sense e antisense) € 2.5U de 7aqg polimerase (Biotools-
Madrid, Spain).

As condi¢des de tempo ¢ temperatura para PCRs das regides de RFLP foram
padronizados em: 30” a 94°C, 30” a 55°C e 50” a 72°C repetidos por 35
ciclos, contando com uma desnaturacgdo inicial de 5° a 94°C e uma extensio
final de 7° a 72°C. |

Os produtos dos PCRs foram observados em gel de agarose a 1.5% corado
com brometo de etidio ¢ visualizado sob luz ultravioleta.

Amplificamos ao todo 7 fragmentos contendo sitios polimoérficos ao longo do
“cluster” do gene da globina beta. Estes fragmentos foram digeridos com
endonuclease de restrigio especifica (Sutton ef al, 1989). Os sitios
polimérficos contidos em cada um dos fragmentos amplificados estdo
descritos na tabela 3. A digestdo fot feita partindo-se de 10ul do PCR, 2.5U da
enzima de restri¢do; 1.5ul do tampéo 6timo para atividade da enzima e uma
quantidade de agua suficiente para um volume final de 15u] de reagdo. A
mistura foi colocada overnight em banho-maria a 37°C. Os produtos de
digestdo foram separados em gel de agarose a 1.5% corado com brometo de

etidio e visualizado através da Iuz ultravioleta.
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Tabela 3. Direcdes, posigdes e sequéncias dos primers indicados para RFLP e enzima de restrigio especifica

para cada um dos fragmentos
PRIMER SEQUENCIA DIRECAQ POSICAO ENZIMA DE GENE
553 RESTRICAQ
0 AACTGTTGCTTTATAGGATTTT - 33862 Xmnl 5 vG
1 AGGAGCTTATTGATAACCTCAGA “«— 34518 Y
2 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA - 35422 HindIII G
3 AAGTGTGGAGTGTGCACATGA « 36203 i
3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA - 40358 HindIII A
4 TAAATGAGGAGCATGCACACAC «— 41 1 1 9 Y
5 GAACAGAAGTTGAGATAGAGA - 46426 HincIt B
6 ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT - 47126 v
7 TCTGCATTTGACTCTGTTAGC - 49476 HinCH 3’ B
g GGACCCTAACTGATATAACTA <~ 50089 W
9 CTACGCCTGACCTCATAAATG - 60906 Hinfl 5
1 O CTAATCTGCAAGAGTGTCT -« 61291 B
1 l TCCTAAGCCAGTGOCAGAAG - 6 1 976 AV&H
12 TCATICGTCTGTTTCCCATTC - 62313 B
—> primer sense

<— primer antisense

5. DETERMINACAQ DE VARIACOES POLIMORFICAS ATRAVES DE

SSCP NAO RADIOATIVO

Juntamente com o RFLP, utilizamos o SSCP ndo radioativo (Single Strand

Conformation Polymorphism), isto €, polimorfismo de conformacgio de fita

simples de DNA (Orita et al., 1989) como método de detec¢fio de variagOes na

sequéncia de nucleotideos. Analisamos uma sequéncia de repeticdo presente

no LCR-5'HS2. Esta sequéncia foi escothida por 2 motivos: 1. E uma
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sequéncia altamente variavel e haplotipo especifica (Périchon ef al., 1993;

Oner ef al., 1992); 2. A sequéncia que a separa do restante do “cluster” é
também definida como “hot-spot” de recombinacdo (Oner et al., 1992). Os
primers utilizados para o PCR desta regido, bem como as condigdes em que
foram realizados 0 PCR e o SSCP, estio descritos na tabela 4. Além desta,
também foram analisadas 3 regiGes localizadas entre 0 LCR e o gene ¢,
regides estas nunca anteriormente descritas. A primeira delas esta localizada
entre as posigdes 10523 e 11184 do “cluster” da globina beta, segundo
coordenadas do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov-“locus” HUMHBB).
Essa regido foi amplificada com os primers descritos na tabela 4. Como o
método tem maior eficiéncia com fragmentos menores do que 300pb, esie
amplificado foi submetido a digestio com a enzima de restrigio Hpa II. Os
fragmentos resultantes da digestdo foram analisados utilizando o aparelho
Phast System (Pharmacia Biotech - Upsala, Sweeden). A segunda regido a
ser analisada esta localizada entre as posi¢des 16460 e 17000. O fragmento
desta regido foi digerido com a enzima A4va I e os produtos da digestdo foram
analisados segundo condigdes descritas na tabela 4. A terceira regifio analisada
esta localizadé entre as posi¢des 17959 e 18539. Este fragmento foi digerido
com a enzima de restricdo Bs/ I e seus produtos foram analisados segundo
condicdes descritas na tabela 4. Além dessas, foram analisadas 2 regides
presentes na posi¢do 3’ do “cluster”. A primeira delas localizada entre as
posigées 61350 ¢ 61889, na regido 5° do gene P, mais especificamente na
regido onde se encontra a sequéncia (AT)xTy, ja foi descrita como polimoérfica
e haplotipo especifica por diversos autores (Ragusa er al, 1992). O
amplificado desta regido foi digerido com Fok I e os produtos da digestio
analisados pelas condigbes descritas na tabela 4. A segunda sequéncia

anaiisada 3’ ao “cluster” estd localizada entre as posi¢des 1995 ¢ 2453,
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segundo coordenadas do GenBank (“locus” HSDNA 11). Este fragmento esta
contido em uma regido reconhecida como HS3” (sitio hipersensivel a DNase
localizado na porgdo 3’ do “cluster”). A andlise desse sitio também esta sendo
realizada pela primeira vez. Apesar de ser um fragmento de 460 pb, a
padronizagio das condig¢bes de corrida foram conseguidas sem que houvesse a
necessidade de digeri-lo. Essas condigdes, bem como as seqiiéncias dos
primers, estdo descritas na tabela 4. A padronizagdo de todas as 5 regides
descritas acima envolveu a analise de pelo menos 10 pacientes controle para
haplétipos homozigotos Bantu e Benin e heterozigoto Bantu/Benin. Para o
desenho de todos os primers foi utilizado o programa GeneRuner versdo 3.00.
Aos produtos obtidos da digestdo, adicionamos uma solugdo de desnaturacéo
contendo 95% de formamida, 10mM de EDTA pH 8.0, 0.1% de azul de
bromofenol e 0.1% de cianol de xileno. A proporgdo do voiume de PCR:
solucdo desnaturante variou de acordo com a intensidade da banda no gel de
agarose. Esta mistura foi a seguir desnaturada por aquecimento a 95°C por 5
min, colocada imediatamente em banho de gelo e 4ul foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida 20% ou 12.5% em tampédo 0.112M
acetato ¢ 0.112M Trs pH6.4, homogéneo, de tamanho 43X50X0.45mm. A
corrida foi realizada em tampéo L-alanina 0,88M e Tris 0.25M em agarose 3%
IEF (isoeletrofocalizagdo) pH8.8. As condigdes das corridas foram
padronizadas e estdo descritas na tabela 4. A coloragio dos géis foi realizada
automaticamente pelo aparelho Phast System, seguindo as etapas descritas
abaixo:

1. Acido tricloroacético 20% por 5 minutos a 26°C;
2. Glutaraldeido 5% por 5 minutos a 50°C;

3. Agua deionizada por 2 minutos a 50°C (2X);

4. Nitrato de prata 0.4% por 8 minutos a 40°C;



5. Agua deionizada por 30 segundos a 30°C (2X);
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6. Carbonato de sddio 2.5%, contendo 100ul de uma solugfo de formaldeido

a 37%, por 30 segundos a 30°C seguida por uma outra incubagio de 5

minutos a 30°C;

7. Acido acético 5% por 2 minutos a 50°C;

8. Glicerol 13% por 3 minutos a 50°C.

Tabela 4. Sequéncia dos primers, condigdes do PCR e condigdes da corrida do SSCP nfio radioativo .

SEQUENCIA DOS PRIMERS DIRECAO CONDICOES DO GENE CONDICOES DA
53 PCR* CORRIDA
1’ 94°C GEL 20%, 150V,
—> LCR-HS2
AAGCTTCAGTTTTTCCTTA 1’ 55°C 10mA, 15°C,
CAAGATAAATATTTGATTCACA - (8436/8992)
1’ 72°C 350vh
1’ 94°C GEL 12.5%,
- LCR
TGGGTACTTGCAGGACGAAGG 17 62°C € 150V, 10mA,
TCACAGTCTCTACCTCAGAATTGGC « (10523/11184)
17 72°C 15°C, 300vh
307 94°C GEL 20%, 150V,
- LCR -
TGCCTTCATACTGTGGATCTGTAGC 30” 60°C g 10mA, 15°C,
AGGTTGCAGTGAGCCGAAATC - {16460/17000)
507 72°C 300vh
307 94°C GEL 20%, 150V,
- 1CR
CAGATCATGAGGTCAAGAGATCGAG 30” 62°C € 10mA, 10°C,
GTAGAGCTGAAACTGGAAGTTGGG - (17959/18539)
507 72°C 350vh
307 94°C “GEL 12.5%,
— 5’
CCCATTGATAGTCACAC 30” 53°C P 150V, 10mA,
CTTTGCAAGTGTATTTACG - {61350/61889)
507 72°C 15°C, 170vh
307 94°C gsy ++  GEL 20%, 150V,
ﬁ
GGCTACAGTTGAACAGATGGACCA 307 60°C (1995/2455) 10mA, 10°C,
TTACCACAAACCTGAAGTAGGC «
507 72°C 220vh

* estas condiches foram repetidas 35 ciclos tendo em adicional um ciclo inicial de 5° a 94°C e uma extensio

final de 7" a 72°C.

** segundo coordenadas do GenBank —tocus HSDNAT1
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6. CARACTERIZACAO DAS REGIOES MICROSATELITES ATRAVES
DE PCR RADIOATIVO

Utilizamos essa metodologia (Windsor ef al., 1994) na analise de 3 regides
microsatélites presentes ao longo do “cluster” da globina beta. As 3 regides
analisadas sdo as seguintes: regido localizada no HS2-LCR, entre as posi¢des
8805 e 9029, onde existe microsatélite de repetigio TA; regifio localizada
entre LCR € o gene €, entre as posi¢des 13169 e 13329, regido microsatélite de
repeticio CA e intron IT do gene y°, entre as posigdes 35469 e 35656, onde
existe microsatélite de repeticio TG. As sequéncias microsatélites foram
selecionadas de acordo com coordenadas do GenBank
(http://www .ncbi.nlm.nih.gov-"locus” HUMHBB). A sequéncia ¢ posi¢io de
cada par de primers estdo descritas na tabela 5.

O experimento envolve a realizagcdo de um PCR contendo: 500ng de DNA
gendémico, 10mM de Tris-HC] (pH 8.0), 50mM KCl, imM EDTA, 0.1%
Triton X-100, 50% glicerol, 2mM de MgCl;, 800ng de cada primer (“sense” ¢
“antisense”™), 2uM de cada um dos desoxinucleotideos trifosfato, SU de 7ag
polimerase (Biotools), 4ul de gelatina 0.2%, 23.5ul de 4gua e 1pl de [o**P]
dCTP para cada 100ul de reagdo. A ipul deste produto foram adicionados 7ul
da solugdo desnaturante decrita no item 4. A mistura foi desnaturada a 95°C
por 5 minutos, colocada em banho de gelo ¢ aplicada em gel desnaturante de
poliacrilamida 6%. Este gel € composto por: 80ml de instagel, 466p! de
persulfato de s6dio e 33.3ul de Temed. O instagel foi preparado utilizando:
168g de uréia, 1.68g de bisacrilamida, 30.32g de acrilamida, 40ml de tampdo
TEB 10X (Tris-EDTA-Borato) ¢ agua suficiente para volume final de 400ml

i URICAN S
l BHL KITRCA CENTUH, ;
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de gel. Para corrida foram utilizados 2 tampdes distintos, um colocado na

parte superior da cuba de eletroforese, composto por 500ml de TEB 0.5X ¢
um outro tampdo na parte inferior composto por 40ml de TEB 10X e 80ml de
acetato de sédio 3M — pHS.2 diluidos em agua suficiente para 480ml. A
corrida foi realizada a 4°C, 60W por 2.5 horas, o gel foi seco e exposto em
filme de raio-X (Hiperfilm-Amersham) por 1 dia.

A analise dos resultados foi feita por critério de comparagdo com pacientes
controle para os haplotipos mais comuns: Benin, Bantu em homozigose ¢

Benin/Bantu em heterozigose.

Tabela 5. Sequéncia, diregio, condigies da reacdio ¢ gene onde se encontram os primers utilizados no PCR
radicativo.

SEQUENCIA DOS PRIMERS D]:RECAO CONDIC@ES DA GENE
553 REACAO
17 94°C
4
CCACCTCAAACGGCATCATAAAG 2° 53°C * HSZ—LCR
AGCCTGATTCTGCCGCTTCTAG —
17 72°C ~
17 94°C ~
—
TGGTCACTTFAGCCCTCACG 27 5300 * LCR-g
AGAGTCCTGCATGAGTTAGTTGC «—
17 72°C ~
3077 94°C
—)
GGGCAAAGTATGTCCAGG 13 15:7 SSQC de WS"]I ,YG
TCTTGTTATCTTCTTGCCAGGATG —
1577 72°C

—» primer sense

< primer antisense

* estas condighes foram repetidas em 35 ciclos, contando com wma desnaturagio inicial de 5° a 94°C e uma
extensio final de 7° a 72°C.

** as condi¢Oes para analise de vG foram repetidas em 30 ciclos, contando com 5° de desnaturaciio inicial 4
94°C e 7" de extensio final 4 72°C.
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7. SEQUENCIAMENTO

Foram selecionadas 2 regifes para sequenciamento: 1. sequéncia microsatélite
de repeticdo CA, localizada entre LCR e o gene €; 2. regido 5° ao gene B (-
530B). O objetivo ao selecionar a primeira foi caracterizar 0 nimero de
repetigdes CA, que nunca havia sido analisado anteriormente. Em relagédo a
segunda, através da regido -530B, seria possivel confirmar o haplétipo
definido pelos métodos que utilizamos. A sequéncia (AT)xTy, presente na
regiio 5°B, é sabidamente haplétipo-especifica e sua variagdo tem sido
confirmada por diversos autores (Ragusa ef al., 1992; Elion ef al., 1992; Berg
et al., 1991; Labie and Elion, 1996; Lu and Steinberg, 1996). Além dessas
regides descritas acima, a regido microsatélite localizada no HS2 do LCR
(repeti¢do TA) foi clonada ¢ sequenciada em dois pacientes (18A ¢ 5A). Isso
porgue esses pacientes apresentaram um padrio polimoérfico indeterminado no
PCR-radioativo dessa regido. A clonagem foi1 realizada seguindo
especificacdes do Kit SureClone™ Ligation Kit (Amersham Pharmacia
Biotech Inc). O sequenciamento foi realizado da mesma forma dos demais,
porém no hugar do PCR, foi utilizado DNA purificado dos clones obtidos. O
procedimento para a purificagdo dos clones seguin instrugdes do Kit
Concert'™ Rapid Plasmid Miniprep System (Gibco-BRL). No total foram
sequenciados 10 clones para cada um dos pacientes. As sequéncias dos
primers utilizados para o PCR, bem como a sequéncia do primer intermo ¢ as
condi¢Oes utilizadas na reagdo de sequenciamento estdo descritos na tabela 6.

As reagdes de sequenciamento seguiram o metodo de Sanger et al (Sanger er

al., 1977). Para tanto, foi utilizado o kit Thermo Sequenase radiolabeled
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terminator cycle sequencing — Amersham Pharmacia Biotech, Cleveland,

Ohio.

O PCR das regides -530f ¢ CA repeat foi feito exatamente nas mesmas
condigdes citadas nos itens SSCP ndo radicativo e PCR radioativo,
respectivamente. O produto de PCR foi preparado com 10U da enzima
exonuclease (Amersham Pharmacia Biotech) € 4U da enzima SAP- fosfatase
alcalina de camardo (shrimp alkaline phosphatase) (Amersham Pharmacia
Biotech) seguido de aquecimento & 37°C por 15 minutos ¢ 80°C por mais 15
minutos sucessivamente. A reagdo de sequenciamento foi realizada em 26mM
ris-HC1 pH 9.5, 6.5mM MgCl,, 8U de enzima Thermo Sequenase
polymerase, 2.5-5 pmol do primer interno, 2.5ul do PCR purificado (ndo foi
medida a concentragdo em ug/pl) e o volume final completado para 20ul com
agua deionizada. Este volume foi dividido em quatro tubos do tipo
“eppendorf”, cada um deles com uma mistura de 2pl de uma solugéo contendo
os quatro nucleotideos (G, A, T, C) misturados na mesma proporgao
(Nucleotide Master Mix) e 0.5pl de [a-"P]ddNTP (1500Ci/mmol,
450uCi/ml), onde d=A, T, C ou G. Os primers e as condi¢des das rea¢des

estdo descritas na tabela 6.
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Tabela 6. Sequéncia dos primers ¢ condigbes das reagBes utilizadas no sequenciamento das regibes descritas

PRIMERS DA REACAQ DE PCR PRIMER INTERNO DO CONDICOES REGIAO
SEQUENCIAMENTOQ DA REACAQ*
307 94°C
CCACCTCAAACGGCATCATAAAG(—) HS$2-LCR
CAAGATAAATATTTGATTCACA (+) 307 58°C
AGCCTGATTCTGCCGCTTCTAG(«) 0720 (AT)RN(AT)y
307 94°C LOCR-¢
TGGTCACTTTAGCCCTCACG (=)
AGAGTCCTGCATGAGTTAGTTGC (+-) 307 58°C
AGAGTCCTGCATGAGTTAGTTGC () 507 7200 carepeat
307 94°C
CCCATTGATAGTCACAC (—) 5P
TATYAGCATGCATGAGC (=) 307 53°C
CTTTGCAAGTGTATTTACG («) PO (AT)XTy

* condigdes repetidas em 30 ciclos, contandlo com 5° de desnaturacgo inicial 4 94°C ¢ 7’ de extensdo final a
72°C.

— primer sense

< primer antisense

A reagiio de sequenciamento foram adicionados 4ul de uma solugfio composta
por 95% de formamida, 20mM de EDTA, 0.05% de azul de bromofenol e
0.05% de xileno cianol. Esta solu¢o € denominada “Stop solution™ devido a
caracteristica da formamida de interromper a rea¢do € também de desnaturar a
dupla fita de DNA.

A concentracio do gel utilizado para corrida do sequenciamento foi de 6%.
Este gel é composto por 5.7¢/0.3g de Acrilamida/Bis-acrilamida, 42-50g de
Uréia 7-8.3M, 5ml de tampio 20X tolerante ao glicerol e aproximadamente
45ml de agua, perfazendo um total de 100ml de gel. O tampao citado acima é
composto por 216g de Tris, 72g de Taurina, 4g de Na,EDTA.2H,0O ¢ agua
deionizada suficiente para 1000ml de tampdo. O tampdo de corrida € o
mesmo, porém diluido a uma concentragdo de 0.8X. Para a montagem do gel,
utilizamos placas de 33X40 cm, com gradiente de espessura de 0.25 a 0.75
mm. A voltagem utilizada para a pré-corrida de uma hora for 80V, apés

carregamento do gel com as amostras, passamos para uma voltagem de 65V e
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a corrida se desenvolveu por aproximadamente 2:30hs sob uma temperatura
de 55°C. Depois de secado a uma temperatura de 80°C por 1h30min, o gel foi
submetido a exposi¢do em filme de raio X (Hiperfilm-Amersham) por
aproximadamente 24 horas e revelado em seguida.

Uma sintese de todas as regies analisadas pelos métodos descritos encontra-

se na figura 3.

Hind 111
Hind 111 Hinc 11 Ava 11
XMn 1 Hinc 11 Hinf 1
| LCR 8. Gy i Ay vB S B HS3’
lSSCP SSCP l l
TA CA e -530B .
epoat | | repeat (AT)XTy
l l PCR ¢

PCR radioativo -SSCP

PCR radioativo radioativo

. Sequenciamento
Sequenciamento

Fig. 3: Sintese dos experimentos realizados neste trabalho. Séo ao todo 7 sitios de restrigdo para RFLP, 5
sequéncias analisadas por SSCP ndo radioativo, 3 sequéncias microsatélites analisadas por PCR radioativo e 2
sequéncias analisadas por sequenciamento. As regides analisadas por SSCP ndo radioativo, localizadas enfre
LCR e o gene &, foram escolhidas com o objetivo de estreitar o ponto de recombinagdo localizado nesta

regido. Os resultados demonstraram que estas regiGes sdo haplotipo especificas, o que facilitou bastante a

conclusdo do trabalho.
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RESULTADOS

Para a construgdo dos haplotipos foi assumido que o gendtipo sena uma
combinagdo de um hapldtipo tipico (Bantn, Senegal, Benin, Camardes e
Indiano) ¢ um haplotipo atipico, preferencialmente a presenga de dois
haplotipos atipicos. De acordo com convengao adotada na literatura (Ofori-
Acquah et al., 1999; Zago et al., 2000; Smith et al., 1998). Dessa forma, em
12 dos 13 pacientes observados, foram combinados um hapiotipo comum e
outro atipico (cinco Benin/atipico ¢ sete Bantw/atipico). Entretanto, a
combinagio de dois haplotipos atipicos foi a melhor explicagdo encontrada

para o padrdo polimorfico apresentado pelo paciente SA.

1. RELP

Os padrdes encontrados atraves da analise por RFLP estio descritos na tabela
7.

Tabela 7. Resultados de haplotipos determinados por RFLP

PACIENTES PADRAQ RFLP HAPLOTIPO
18A/36A/40A/76A/88A% R Benin/Bantu
81A/32A* PR I Bantu /Benin
82A/28A =tem-aHt+-++++ Bantu/Senegal
SA/83A ettty b Bantu /ND
0175/5146 B s Bantu /ND
* familias

ND = nio determinado
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As figuras 5, 6, 7, 8, 9 ¢ 10 trazem exemplos de digestdes encontradas em
cada um dos sitios de restri¢io. Os numeros colocados ao lado direito de cada
uma das figuras representam o tamanho estimado do fragmento em pares de

base.

655
450
205

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos digeridos com enzima YMpn 1 (37 gene &). 1.
marcador $X174 RF DNA/Hae III (Gibeo Brl), 2, fragmento amplificado (sem digestdo); 3, 4. 5, pacientes

homozigotos (—/-); 6 e 7 pacientes heterozigotos (—/+).

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos digeridos com enzima Hind 11T (IVS II do gene 7G).
1. marcador ladder 1kb (Gibco Brl), 2. fragmento amplificado (sem digestdo): 3 e 4 pacientes heterozigotos

(=)
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos digeridos com enzima Hinc I (pseudogene (3). 1,
marcador $X 174 RF DNA/Hae III (Gibeo Brl), 2, fragmento amplificado (sem digestdo), 3, 4 e 5, pacientes

homozigotos (—/-), 6, paciente heterozigoto (—/+).

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos digeridos com enzima Hinc I (localizado entre
pseudogene f e o gene §). 1, marcador X174 RF DNA/Hae III (Gibeo Brl), 2, fragmento amplificado (sem

digestdo); 3 e 4 pacientes heterozigotos (—/+)
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385
239
146

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos digeridos com enzima Hinf 1 (5° gene B). 1,
marcador $X174 RF DNA/Hae III (Gibco Brl), 2, fragmento amplificado (sem digestdo), 3, paciente

heterozigoto (—/+), 4, paciente homozigoto (—/-), 5, paciente heterozigoto (—/+).

720
490
230

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos digeridos com enzima Ava II (IVS II gene B) 1,
marcador $X174 RF DNA/Hae III (Gibeo Brl), 2, fragmento amplificado (sem digestdo), 3 e 4, pacientes

homozigotos (+/+). Esse sitio polimérfico esta presente em todos os haplétipos classicos.
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2. RESULTADOS OBTIDOS ATRAVES DO SSCP NAO RADIOATIVO

Analisamos 5 regides de cada um dos 13 haplétipos atipicos selecionados. O
objetivo na escolha dessas regides foi caracterizar os haplotipos em regides
onde ndo existem sitios de retrigio para analise por RFLP. A técnica foi
inicialmente padronizada com 10 pacientes controle, incluindo homozigotos
para haplétipo Bantu, homozigotos para haplétipo Benin e heterozigotos para
Bantu/Benin. Além disso, para cada uma das regides analisadas, foram
colocados um controle de haplétipo homozigoto para Bantu, Benin e um
heterozigoto Bantu/Benin. Logo abaixo as figuras 11, 12, 13, 14 e 15 mostram
os padrdes dos pacientes controles encontrados em cada uma das regides. Os

resultados dos pacientes estdo descritos na tabela 8.

Figura 11. Regifio 10523S/11184AS. 1, paciente controle Bantu/Bantu, 2, paciente controle Benin/Benin, 3,

paciente controle Bantw/Benin, 4, paciente homozigoto Bantu/Bantu.
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Figura 12. Regido 16460S/17000AS. 1, paciente controle Benin/Bantu, 2, paciente controle Bantu/Bantu, 3,

paciente controle Benin/Benin, 4, paciente homozigoto Bantu/Bantu.

Figura 13. Regido 17959S/18540AS. 1, paciente controle Benin/Bantu, 2, paciente controle Bantu/Bantu, 3,

paciente controle Benin/Benin, 4, paciente heterozigoto Benin/Bantu,



47

Figura 14. Regido 61350S/61889AS. 1, paciente controle Benin/Bantu, 2, paciente controle Bantuw/Bantu, 3,

paciente controle Benin/Benin.

Figura 15. Regido HS3’. Gel de SSCP corado com nitrato de prata, cuja figura foi capturada na cor original
para ilustragdo. 1, paciente controle Bantu/Bantu, 2, paciente controle Benin/Benin, 3, paciente controle

Bantw/Benin, 4, controle normal (auséncia da globina S), 5, paciente Bantu/Bantu.
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Tabela 8. Resultados de SSCP nio radioativo das 5 regides analisadas em 13 haplétipos atipicos

PACIENTES REGIAO1 REGIAO2  REGIAO3 REGIAOQ 4 REGIAO 5
LCR-= LCR- LCR= 5B HS3’
(10523/11184) (16460/17000) (17959/18539) (61350/61889)
Familia 18A Ben/Bantu Ben/Bantu Ben/Bantu Ben/Bantu Ben/Bantu
82A Bantuw/Bantu Bantu/Bantu BantwBantu Bantu/Senegal Bantw/Bantu ou
Senegal **
0175/5146* Bantw/Bantu Bantu/Bantu Bantw/Bantu Bantw/Bantu Bantw/Bantu
81A/32A Bantw/Bantu Bantu /Ben Bantu /Ben Bantu /Ben Bantu /Ben
28A Bantw/Bantu ~ Bantw/Bantu Bantuw/Bantu Bantw/ND Bantu/Bantu
83A Bantw/Bantu Bantw/Bantu  Bantuw/Bantu Bantu/Bantu Bantw/Bantu
5A Bantw/Bantu  Bantw/Bantu = Bantw/Bantu Bantw/Bantu Bantu/Bantu

* estes pacientes possuem apenas um sitio de RFLP em discordancia com haplétipo tipico Bantu

** pio houve um controle de haplotipo Senegal, portanto ndo podemos afirmar que haplotipos Bantu e
Senegal tenham padrdes polimorficos diferentes nesta regido.

ND = ndo determinado

3. RESULTADOS DA ANALISE DAS REGIOES MICROSATELITES POR
PCR RADIOATIVO

Inicialmente, foram feitas analises de 10 pacientes controle com haplétipos
homozigotos Bantu, Benin e heterozigotos Bantu/Benin. Com base nos
resultados, pudemos concluir que estas regides sdo haplotipo especificas.
Abaixo seguem descritos nas figuras 16, 17 e 18 os padrdes dos pacientes
controles e de alguns pacientes em estudo nas 3 regides analisadas. Os

resultados das analises dos pacientes em estudo seguem na tabela 9.

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAO CIRCULANTF
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Figura 16. Regifo HS2-LCR (8805/9029). 1 e 2, sdo amostras de membros de uma mesma familia, cujo
padrio ¢é diferente dos controles Bantu e Benin, 3, paciente também com padrdo diferente dos controles, 4,
paciente homozigoto Bantu/Bantu, 5, paciente controle Bantu/Benin, 6, paciente controle Benin/Benin, 7,
paciente controle BantwBantu. O controle Bantu/Bantu corresponde ao genotipo (AT)gN(AT);;. onde
N=ACACATATACGT e Benin/Benin corresponde a (AT)sN’(AT);, onde N'= ACACATATACGTGT (Oner
etal., 1992).

6 7 8 9 10 11

Figura 17. Regido entre LCR e o gene € (13169/13329). 1, paciente controle Bantu/Bantu, 2, paciente controle
Benin/Benin, 3, paciente controle Bantw/Ben, 4, 5 e 10, pacientes homozigotos Bantu/Bantu, 6, 7, 8, 9 e 11,

pacientes heterozigotos Bantu/Benin.



Figura 18. Regifo localizada no IVS II do gene yG (35469/35655). 1, paciente BantwBenin, 2, paciente
Benin/Benin, 3, paciente Bantw/Indeterminado, 4, paciente Bantu/Benin, §, paciente Bantu/Benin, 6, paciente
BantwBantu, 7, paciente Bantw/Bantu, 8, paciente controle homozigoto Benin/Benin, 9, paciente controle

heterozigoto Bantu/Benin, 10, paciente controle homozigoto Bantu/Bantu.

Tabela 9. Padrdes polimérficos dos pacientes obtidos através do PCR radioativo das 3 regides analisadas

PACIENTES LCR-HS2 LCR-¢ IVS I %y
TA repeat CA repeat TG repeat
Familia 18A Benin /(AT)oN o(AT)p* Benin /Bantu Benin /Bantu
0175/5146 Bantu/Bantu Bantu/Bantu Bantw/Bantu
82A/28A Bantu/Bantu Bantu/Bantu Bantu/Senegal
81A/32A Bantw/Bantu Bantu/Benin Bantw/Benin
83A Bantw/Bantu Bantu/Bantu Bantu /ND
5A Bantu /(AT)oN o(AT),0* Bantu/Bantu Bantuw/ Benin

ND = ndo determinado
* padrdo polimérfico do haplétipo Bantu € (AT)sN;o(AT);; e do haplétipo Benin € (AT)N »(AT);.

4. SEQUENCIAMENTO

Foram sequenciadas 2 regides do “cluster”: CA repeat (13169/13329) e
(At)xTy (5’B-61350/61889). O objetivo ao sequenciar a primeira foi

caracterizar o nimero de repeti¢8es. Para tanto, foram sequenciados pacientes
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controle homozigotos Bantu ¢ Benin. Para o haplétipo controle Bantu

obtivemos a seguinte sequéncia: (TA)s(CA)o, enquanto que para o haplétipo
controle Benin: (TA)y(CA);,. O sequenciamento desta regido esta
demonstrado na figura 19.

O sequenciamento da regido (At)xTy foi interessante por dois motivos: 1. a
variagdo deste segmento € hapldtipo especifica, portanto as variagOes
encontradas entre os pacientes foram utilizadas na determinagdo do haplotipo
desta regido, 2. foi possivel comparar resultados entre SSCP ndo radioativo e
sequenciamento, e desta forma confirmar a sensibilidade do primeiro método
para analise deste fragmento. As sequéncias encontradas para cada um dos
pacientes estdo demonstradas na tabela 10. Os sequenciamentos das regides

descritas acima estdo demonstrados nas figuras 19 e 20.
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Tabela 10. Polimorfismos da regido (AT)xTy, localizada a montante do gene P, caracterizados por

sequenciamento
(AT)xTy POLIMORFISMO
PACIENTES P
61595-61615** CARACTERISTICO DE
Normal (AT T, Referéncia
Controle (AT)sT, Senegal
Controle (AT)sT, Benin
Controle (AT)sTs Bantu
1. (AT)T, ;
28A BantwReferéncia*
2. (AT)sTs
83A/5A Homozigoto - (AT)eTs Bantu/Bantu
Familia 18A 1. (AT)sTo _
Benin /Bantu
N=5 2. (AT)xT,
0175/5146 Homozigoto - (AT)¢Ts Bantw/Bantu
1. (AT)sT.
81A/32A GBI Bantu/Benin
2. (AT),T,
1. (AT)sT.
82A ’ Bantu/Senegal
2. (AT)KT,

* 0 padrdo (AT)xTy encontrado em um dos alelos foi semelhante a referéncia encontrada no GenBank.
** posigoes determinadas segundo coordenadas do Genbank
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Fig 19. Sequenciamento da regido presente entre o LCR e o gene & ((13169/13329). 1, sequenciamento
de um paciente controle homozigoto para haplétipo Bantu, 2, sequenciamento de paciente controle

homozigoto para haplétipo Benin.
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Fig 20. Sequenciamento da regifio (AT)xTy, localizada 5° do gene beta (61350/61889). Paciente
heterozigoto para haplétipos Bantu/Benin. Na posi¢io —543 o nucleotideo T € caracteristico do
haplétipo Benin, enquanto que C é caracteristico de Bantu. Na posi¢iio —551, T € caracteristico de

Benin enquanto que C ¢ caracteristico de haplotipo Bantu.

54
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A sintese dos resultados obtidos dentre todos os experimentos realizados se

encontra demonstrada na tabela 11.

o=t K 10 14
in W vsiio
‘ Hind 111 Hinc 1T 11 19 Ava 11
XMnIl l l HincTl | |HinfT l
ez 450 e?_{m G 5 | B HS3
i el Ll | -
I:SCP SSCP i l

r TG
TA || CA -5308
; repeat SSCP
repeat | repeat (AT)xTy

1 3 13 15

Tabela 11. Padrdes dos alelos atipicos encontrados nas 15 regides analisadas

Pacientess 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Familia-5 I Ba Ba Ba Ba - Ba + - - - - Ba + Ba
28A Ba Ba Ba Ba Ba + Se + - + + + 1 + Ba
82A Ba Ba Ba Ba Ba + Se + - + + + Se + Se
83A Ba Ba Ba Ba Ba - I - - - + + Ba + Ba
5A I Ba Ba Ba Ba - Be - - - + + Ba + Ba
0175/5146 Ba Ba Ba Ba Ba - Ba + + - - - Ba + Ba
81A/32A Ba Ba Be Be Be - Be - - - + - Be + Be

Ba = Bantu, Be = Benin, Se = Senegal, [ = indeterminado, + = ocorreu digestéo, — = ndo ocorreu digestdo.
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Dentre os 13 pacientes com haplétipos atipicos analisados caracterizamos 7

padrdes diferentes que estdo demonstrados a seguir:

Padrio 1.

[ndeterminado Bantu

LCR | 15k | Genee

Este padrio de recombinagdo foi encontrado em 5 pacientes de uma mesma
familia (18A, 36A, 40A, 76A, 88A), sendo quatro irmds e uma sobrinha. O
ponto de recombinagdo se encontra dentro de 1,5 kb (coordenadas do
GenBank 9030 a 10523), distancia esta que representa o ponto onde ocorreu
mudanga de haplotipo. A sequéncia indeterminada, presente no HS2, foi
posteriormente sequenciada e o resultado foi (AT)oN;o(AT)o. Essas varidveis

ndo sao comuns a nenhum dos haplotipos classicamente descritos.

Padrio 2.

Bantu — Benin

LCR = | Gemes
LCR S, LGenes

Este padrdo foi encontrado em 2 pacientes irmds (81A e 32A). O ponto de
recombinagdo esta dentro de uma regido que compreende 2 kb (coordenadas
11184 a 13169), distancia determinada através de duas regides analisadas,

onde o haplotipo deixa de ser Bantu (LCR) e passa a ser Benin (5° gene €).



Padrdo 3.

£
Bantu ‘I Bantu
A

Este padrdo foi encontrado em 2 pacientes ndo relacionados (0175 e 5146). Na
analise global foi detectado somente um sitio polimorfico de restrigdo

discrepante do haplotipo Bantu tipico. Este sitio polimorfico esta localizado

no intron II do gene YA (posigdo 35767).

Padrio 4.

Bantu _ Senegal Bantu ( ?)

LCR 16 kb

Este padrdo foi encontrado apenas em | paciente (28A). H4 um intervalo de
16 kb onde ocorre mudanga no haplétipo. Essa medida foi determinada pela
distdncia que separa a sequéncia (17959/18539) analisada por SSCP ndo
radioativo e o primeiro sitio de restrigdo analisado (5’yG — XMn I). Neste sitio
o padrio polimorfico foi heterozigoto -/+. A presenca deste sitio €
caracteristica do haplotipo Senegal (Embury e al., 1994). Além dessa, ha uma
segunda regido de quebra. Essa regido compreende 0,5 kb e esta localizada
entre o sitio de restricdo presente na por¢do 5’ do gene 3, reconhecido pela

enzima Hinf 1 (posi¢do 61145), cuja presenga também caracteriza o haplotipo
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Senegal, e o polimorfismo na posigdo -551 (posigdo 61586). No
sequenciamento da regido —530 B, que inclui o polimorfismo na posigdo —551
(nucleotideo C para o haplotipo Bantu e T para os demais haplotipos
classicos), foi detectado C em homozigose. Além disso, na regido de repetigdo
(AT)xTy, foi encontrado um padrdo heterozigoto: ATsTo (caracteristico de
Bantu)/ AT;T;. Na analise do HS3’ foi detectado um padrdo Bantu em

homozigose.

Padrdo 5.

Bantu Senegal

Este padrio foi encontrado em apenas um paciente (82A). A regido de
recombinagdo compreende 16 kb, indo desde a posi¢ao 18539, analisada por
SSCP nao radioativo, o qual resultou no padrdo homozigoto Bantu/Bantu, até
o primeiro sitio de restrigdo analisado. A presenga desse sitio (5’ vO- XMn 1),
juntamente com o sequenciamento da regido -530P, o qual revelou padrdo
(AT)sT, e ainda, o polimorfismo na posigdo —521 (C—T), cujo nucleotideo T
¢ caracteristico do haplotipo Senegal, revelaram que pode tratar-se de um

hibrido Bantu/Senegal.



59

Padrio 6. Hinf 1
Bantu — Indeterminado ‘ = Bantu

LCR 17 kb e

Este padrdo foi encontrado no paciente 83A. O alelo apresentou 2
recombina¢des. A primeira se encontra em uma regido de 17 kb que vai desde
a posicdo 18539, cujo haplétipo foi caracterizado Bantu, até a sequéncia
microsatélite de repeticdo TG, localizada na posigdo 35469, cujo haplotipo foi
considerado indeterminado. O segundo ponto de recombinagdo esta localizado
entre o sitio de Hinf 1 (posigdo 61145), o qual esteve presente neste alelo, € o
polimorfismo —551 T—C (posi¢do 61586), caracteristico do haplotipo Bantu,

que foi detectado em homozigose.



Padrdo 7.

60

Este paciente (5A) apresentou os dois alelos atipicos. Os padrdes de cada um

deles estdo demonstrados abaixo.

1.
Bantu Benin*
LCR 17 kb yG 4
2.
[ndeterminadom Bantu
4]
EBCR | 1,5kb

-551 ’l_‘-+C

O estudo desse paciente foi realizado pela andlise de trés membros disponiveis

da familia. Os mesmos experimentos foram feitos com 2 irmaos e o pai, um

deles e o pai sdo heterozigotos para o gene B> e o outro irmdo é homozigoto

normal. O alelo 1 ¢ comum ao pai ¢ ao paciente em estudo. Em relacdo ao

alelo 1, foi detectado um ponto de quebra em uma regido que compreende 17

kb, indo desde a posigdo 18539 (analisada por SSCP néo radioativo), onde foi
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caracterizado o haplétipo Bantu, até a posicio 35469 (analisada por PCR

radioativo), onde foi caracterizado o haplotipo Benin*. A analise por RFLP,
exceto pelo sitio de Hinf I, juntamente com o PCR radioativo da regido
localizada no intron II do gene yG, revelaram um haplétipo “central”
caracteristico de Benin. Além deste, ainda um segundo ponto de quebra foi
localizado em uma regido de 0,5 kb entre o sitio de restri¢do reconhecido pela
enzima Hinf 1 (61145), até a posi¢do 61586, onde se encontra o polimorfismo
T-C (-551 do gene PB), polimorfismo esse presente em homozigose.
Adicionalmente, através do sequenciamento, foi também caracterizada a
regido (AT)xTy, com as variaveis X=6 ¢ Y=9, em homozigose, caracteristicas
do haplétipo Bantu. Quanto ao alelo 2, foi possivel detectar um ponto de
quebra dentro de uma regifio de 1,5 kb, localizada entre 0 LCR ¢ 0 gene &.
Essa distincia foi estabelecida pela analise do HS2-LLCR (através do PCR
radioativo), cujo haplétipo foi classificado como indeterminado, e pela analise
da sequéncia 10523/11184 (através do SSCP ndo radioativo), onde foi
caracterizado o haplo6tipo Bantu. A sequéncia indeterminada, presente no HS2,
foi posteriormente sequenciada e o resultado foi (AT)oN;o(AT), variaveis
ndo semelhantes a nenhum dos haplétipos classicos. As demais sequéncias

analisadas foram todas semelhantes ao haplétipo Bantu.
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A analise dos haplotipos atipicos dos 13 pacientes detectou 7 padrdes

diferentes. Em todos esses padrdes foi encontrado um ponto de recombinag¢io
entre 0 LCR ¢ o gene €. Desses, 3 padrbes apresentaram apenas uma quebra
(padroes 1, 2 ¢ 5). Adicionalmente, em 3 padrdes foram detectados mais de
um ponto de quebra (padrdes 4, 6 ¢ 7). Um localizado entre LCR e 0 gene €
o segundo localizado entre os genes & e PB. Além disso, encontramos 2
pacientes onde o haplétipo atipico diferiu do tipico exclusivamente por um

sitio polimorfico de restrigdo (padrio 3).
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DISCUSSAO

A caracterizagio dos haplétipos do complexo do gene da globina beta, na
anemia falciforme, representa importante contribuigdo a analise das ortgens
dessa anormalidade, além de fornecer dados sobre sua heterogénea
apresentacdo clinica (Sutton ef al., 1989, Powars, 1991).

O estudo imcial dos haplétipos derivou quase que exclusivamente da
identificagdo de RFLPs nas vizinhangas do gene beta. A ampliagdo desse
estudo para regifes mais distantes desse gene resuitou em novos dados e
tomou possivel a caracterizagdo de novos padrdes de hapldtipos (haplotipos
ampliados — “extended haplotypes™) (Périchon et al., 1993; Gongalves ef al.,
1994).

Hapiétipos atipicos em anemia falciforme geralmente resultam de
recombinagio entre hapldtipos comuns em anemia falciforme e haplétipos
raramente associados com o gene da globina B° (Stemberg et al., 1998).
Recombinagdo genética € um processo que vem sendo estudado hd muitas
décadas. A identificacdo das bases molecular deste processo é em geral
trabalhosa pela alta complexidade dos genomas humanos. Uma das regides
favoraveis para esta analise detalhada ¢ o complexo do gene da globina beta
humana. Dentro de uma regido de 63 kb existem pelo menos 17 sitios
polimoérficos reconhecidos por enzimas de restricdo (Gerhard er al., 1984).
Esses 63 kb estdo subdivididos em uma extensdo de 34 kb 5° ao gene B, 19 kb
3’ ao gene P e 9 kb no dominio central. Essas extensGes 5° ¢ 3, presentes no
complexo da globina (3, sdo denominadas “subclusters”. Anadlise genética da
populagdo mostrou que enguanto os sitios polimorficos dentro de cada

“subcluster” (5’¢ 3”) mostram um forte desequilibrio de ligagdo entre si, ndo
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ha desequilibrio de ligagdo entre estes dois “subclusters” e os sitios

polimoérficos dentro da regifio de 9kb que os separa (Antonarakis er al., 1982).
De fato, uma proporg¢do de recombinacdo de 3 a 30 vezes maior do que o
esperado, foi encontrada neste dominio central. Devido a este fato, esta regido
de 9 kb ¢é considerada uma regide altamente suceptivel a recombinacédo (“hot-
spot”™), responsavel por até 75% dos eventos de recombinagdo ocorridos no
“cluster” inteiro (Antonarakis et al., 1982; Chakravarti ef al., 1984).

Mais de 20 diferentes haplétipos atipicos ja foram identificados em pacientes
com anemia falciforme. Esta diversidade pode ser explicada pelo heterogéneo
componente genético, associado ao gene da globina beta S. (Antonarakis ef
al., 1982). Os haplétipos em pacientes oriundos das regides africanas, onde ha
predomindncia dos haplotipos Senegal e Bantu, apresentam pequena
porcentagem de padrdes atipicos (< 10%) (Srinivas et al., 1988). A possivel
origem desses haplétipos atipicos ¢ varidvel em cada uma das regiGes
geograficas estudadas (Embury e al., 1994). Na Repablica Central Africana,
onde o gene B° estd associado ao haplétipo Bantu, a maioria dos haplétipos
atipicos pode ser explicada por eventos de recombinagdo em uma regido
localizada 5’ ao gene B (Chakravarti et al., 1984). Os poucos haplétipos
atipicos, nfo passiveis de explicagdo por recombinacio, poderiam resultar de
muta¢des de ponto em sequéncias sensiveis 4 endonucleases de restrigido
(Embury ef al., 1994). Surpreendentemente, poucos haplétipos atipicos i€m
sido encontrados em pacientes provenientes da regido de Benin. Isto pode ser
o resultado da alta frequéncia de haplotipo do tipo B> Benin na populagdo
normal (60%). Desta forma, muitos eventos de recombinag¢io neste haplotipo
ndo seriam detectaveis (Embury ef al., 1994).

Um fator importante a respeito de recombinagdo genética envolvendo o

complexo de genes da globina beta deve ser considerado. Quando a porgio 5°
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desse complexo (subhaplétipe 5°), incluindo 0 LCR, se liga por recombinagéo
ao gene da globina B°, ndo ha formas de se assegurar que os polimorfismos
presentes no LCR, ou em qualquer outra regiio do cromossomo, 5’ ao ponto
de recombinagio, serdo os mesmos daqueles ligados ao haplétipo original que
sofreu a recombinaciio. Em alguns hapldtipos atipicos € provavel que o
subhapldtipe 5° seja de origem caucasiana, contribuindo ainda mais para a
diversidade genética (Steinberg ef al., 1998).

Neste trabalho foram empregados varios procedimentos para determinagio
dos haplotipos. Alguns deles, como a determinacdo dos padroes de SSCP nao
radioativos nas 5 posigdes descritas e ainda a caracterizagdo da regido
microsatélite de repeticio CA, localizada entre as posigdes 13169 e 13329,
foram estudados pela primeira vez na literatura. Os resultados aqui obtidos
demonstraram a grande utilidade da técnica do SSCP na identificagdo dos
polimorfismos. Em relacdo aos haplotipos B° existem poucos relatos na
literatura onde estas técnicas foram empregadas (Ofori-Acquah ef al., 1999).
Considerando os diversos padroes de haplotipos descritos neste trabalho, nos
pacientes 0175 e 5146 (padrdo 3) a explicagio mais provavel para seu
aparecimento seria uma mutacdo de ponto no sitio reconhecido pela enzima
Hind 1II. Mecanmismo similar, envolvendo muta¢des de ponto em haplotipos
Bantu, Benin e Senegal, foi também identificado em outros estudos (Lu and
Steinberg, 1996; Zago et al., 2000). Com base nos dados da literatura,
podemos considerar este padrio polimorfico como provavelmente sendo
Bantu atipico, classificado por alguns autores como tipo A¢ (Embury et al.,
1994; Srinivas et al., 1988). Este haplotipo € idéntico ao haplétipo VI de
Orkin (*y") (Orkin and et al, 1982), relacionado 2 talassemia beta ¢ comum na
regido do mediterrineo (Beldjord ef al., 1984).
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Para o padrio 4, caracterizado no pacienic 28A, onde detectamos um alelo
com padrdo complexo, provavelmente Bantu/Senegal/Bantu, uma possivel
explicacfio seria uma dupla recombinagfio entre os 2 haplétipos pré-existentes
(Bantu X Senegal). Permanece ainda de dificil explicagdo o padrido (AT),T,,
detectado através do sequenciamento da regido 5° ao gene [3, que ndo é
caracteristico do haplotipo Bantu. Uma possivel explicag@o seria uma mutagio
de ponto T—>A na posi¢io —530, que fez com que as variaveis de repeticdo
fossem X=7, Y=7 ao invés de X=6, Y=9. Nesta circunstincia, esta paciente
poderia apresentar um alelo tipico Bantu e um ouftro recombinante
Bantw/Senegal/Bantu, em que existiria uma mutagio de ponto.

Quanto ao padrio 5, detectado no paciente 82A, a andlise dos sitios
polimorficos possibiliton a formulagdo da hipétese de tratar-se de um hibrido
Bantu/Senegal, com uma recombinacio localizada entre LCR ¢ o gene &, em
uma regido de 16 kb.

No padrio 6, apresentado pelo paciente 83A, foi detectado um evento de
recombinagdo que poderia ser explicado por uma conversio génica. Essa
conversao provavelmente teria ocorrido entre um alelo com haplétipo Bantu e
um outro alelo ndo relacionado & mutagdo B°, isto é, alelo normal $* Desta
forma, este segundo alelo “Indeterminado™ ndo tena um padrio caracieristico
de nenhum dos haplétipos ligados a anemia falciforme. Padrdes semelhantes
ja foram descritos por outro estudo envolvendo pacientes brasileiros e
africanos (Zago et al., 2000). Atualmente a conversdo génica € considerada
um dos mais importantes mecanismos responsaveis pela evolucio. E definida
por um processo de recombinacdio ndo reciproca, na qual as sequéncias
interagem de tal forma que uma ¢ convertida na outra (L1 and Graur, 1991).

Isto transforma uma hélice de DNA de um alelo na sequéncia do outro alelo
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(Li and Graur, 1991; Lewis, 1997). Estudos genéticos mostram que

normalmente apenas pequenos fragmentos de DNA sofrem conversdo génica e
nestes casos somente parte de um gene é modificada (Alberts ef al., 1994).

Em relagfio ao padrio 7, referente ao paciente 5A, o estudo da familia revelou
uma interessante e complexa associagdo de alelos B°. O paciente possui
provavelmente 2 haplotipos atipicos. A analise dos alelos do pai possibilitou a
caracterizagdo de um deles, representado pelo padrdo Bantu/Benin*/Bantu.
Para facilitar a compreensio, um heredograma foi construido e esta
demonstrado na figura 21.

A andlise do pai, heterozigoto para a globina B°, mostrou que padrio de
haplotipo para o alelo que contém essa mutagéo foi Bantu/Benin*/Bantu. O
padrdo central observado poderia ser originado de um haplétipo Benin com
um sitio polimorfico de restrigio discrepante (5°ao gene B- Hinf 1) ou um
padrdo que ndo pertence a nenhum dos haplotipos associados ao gene da
globina B>. Neste caso seria um padrio provavelmente associado ao
cromossomo B,

No paciente 5A, o padrdo detectado em um dos alelos foi caracterizado da
mesma forma que o pai, Bantw/Benin*/Bantu. O outro alelo apresentou uma
sequéncia indeterminada na regiio HS2-LCR. Como o pai apresentou um
padrio homozigoto para essa regido (Bantu/Bantu), poderiamos considerar a
existéneia de um segundo alelo recombinante, que chamariamos de
Indeterminado/Bantu.

O irmio do paciente era homozigoto para o gene da globina f”. Analisando a
regiio HS2 desse individuo, o padrio encontrado em homozigose foi

semelhante ao hapldtipo Bantu. Devido a esse dado seria possivel concluir que
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0 alelo materno que contém a mutagdo B° é o alelo recombinante detectado no

paciente SA.
Desta forma, uma hipotese provavel € que o paciente possua dois alelos com

haplotipos atipicos: Bantu/Benin*/Bantu e Indeterminado/Bantu.

%2 B%/p*

Bantu

LCR-nao Bantu, ndo Senegal, ndo Benin

Indeterminado

Difere do Benin pelo sitio de Hinf1 *

Fig 21. Heredograma da familia do paciente 5A. A mie ¢ falecida e ndo foi estudada.
* o resultado da andlise dos sitios de RFLP, exceto pelo sitio de Hinf'I, juntamente com a regido microsatélite
analisada no intron II do gene yG, demonstraram que provavelmente o haplotipo presente nesta regido ¢

Benin.

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam estudos anteriores que

demonstram a diversidade dos mecanismos responsaveis pela origem dos
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haplotipos atipicos associados & anem:a falciforme. Os diferentes padrGes

observados sido provavelmente decorrentes de recombinagdes, mutagdes de
ponto ou conversido génica entre haplétipos comuns pré-existentes. Dentre os
7 padrdes atipicos caracterizados neste estudo, possivelmente originados por
recombinagdo, as regides de mais frequente recombinac¢do ja haviam sido
previamente descritas (Lanclos er al, 1991; Ofon-Acquah er al, 1999
Chakravarti et al., 1984; Gerhard et al., 1984; Fullerton et al., 1994) ¢ estdo
localizadas entre LCR e o gene € ¢ entre 0 gene & ¢ o gene J.

Os procedimentos utilizados neste trabalho permitiram caracterizar com maior
precisdo as regides dos pontos de quebra presentes entre 0 LCR e o gene £ €
entre a regido 5° ao gene € ¢ o gene YG. A diferenga nos tamanhos destas
regides (1.5 kb, 2 kb, 16 kb e 17 kb) mostram que os eventos de recombinagio
provavelmente ocorreram em sitios distintos dentro da mesma area. E possivel
que essa regido contenha véarios pequenos segmentos, com probabilidade
aumentada de sofrerem recombinagio, que estio aleatoriamente distribuidos.
Isso sugere que este aglomerado de pontos de recombinagfo estdo todos
localizados dentro de um mesmo “hot-spot” (Cullen et al., 1997). Um outro
local de recombinagio foi identificado em uma regido de 0.5 kb localizada
entre o sitio de restrigdo reconhecido pela enzima Hinf I (posi¢do 61145) ¢ a
sequéncia ATxTy na regido 5° ao gene f3. A regido enire os genes 8 e B ja fora
antertormente descrita como de elevada susceptibilidade & recombinagdo
(Chakravarti ef al., 1984). Nossos resultados permitiram restringir esse ponto
de quebra a uma regido de 0,5 kb.

Os resultados deste trabalho, tomados em conjunto, contribuem para melhor
caracterizar os locais de recombinagdo no complexo do gene da globina beta ¢

as origens dos haplétipos atipicos na anemia falciforme. Estas observagdes
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suportam os resultados de um -estudo recente de diversidade na sequéncia de

alelos do “locus™ da globina beta humana. Este estudo reforga a nogio de que
a recombinacio ¢ a conversio gé€nica na regifio 5° ao gene da globina beta tém
papel fundamental para a diversidade do haplétipo B (Fullerton et al., 1994).
A contribuicdo de elementos ativos em cis para o nivel de Hb F € fundamental
para entender o fenétipo clinico variavel da anemia falciforme (Powars ef al.,
1990; Labie and Elion, 1996). Assim, alelos B° variantes, que surgem
provavelmente por recombinagio, e que possuem polimorfismos associados a
niveis elevados de Hb F, fornecem a oportunidade de analisar a influéncia
desses elementos nos niveis de Hb F (Ofori-Acquah ef al., 1999). Este dado
evidencia que estudos do tipo aqui empreendido podem também contribuir

para uma possivel a¢do terapéutica na anemia falciforme.
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