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INTRODUCAO



A Hemoglobina
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As hemoglobinas humanas compreendem um grupo de moléculas com estrutura
¢ propricdades funcionais similares, cuja principal fungiio ¢ o transporte de oxigénio
para os tecidos. Cada molécula possui um péso molecular de aproximadamente 64.000
Daltons e formato eliptico com dimensdes de 64X55X50 Angstrons. A molécula da
hemoglobina é composta por quatro sub-unidades, cada uma contendo uma porgdo
protéica denominada globina e um grupo heme que ¢ constituido por um complexo
ferro-porfirina. Os atomos de ferro no grupo heme constituem o sitio de ligagdo do
oxigénio, € cada molécula é capaz de combinar-se com quatro moléculas de oxigénio

( Bunn & Forget, 1986 ).

As hemoglobinas humanas sdo genericamente coxlétituidas de duas cadeias ou
sub-unidades do tipo alfa (a) e duas cadeias do tipo ndo-a. As globinas pertencentes a
familia o incluem as cadeias o e zeta (€) ao passo que aquelas pertencentes a familia
nao-a incluem as cadeias beta (B), gama (y), delta (8) ¢ épsilon (g). As cadeias y sdo
classificadas em yG e yA de acordo com a presenga de um residuo Glicil ou Alanil na
posi¢do 136 da cadeia proteica ( Schroeder ef al, 1968 ). A cadeia yA possui um sitio
polimorfico na posigdo 75, que pode ser ocupada por uma Isoleucina ( IyA) ou uma

Treonina ( TyA ) ( Efremov et al, 1979; Saglio et al, 1979 ).
8

No desenvolvimento ontogénico humano sete tipos diferentes de cadeias de
globina sdo sintetizados: a, &, €, yG, yA, 3 e B. O ritmo de sintese de cada uma das
cadeias da globina varia consideravelmente durante os periodos pré e poés-natal . A
cadeia £ € sintetizada logo no inicio da vida embrionaria e ¢ rapidamente substituida
pela sintese da cadeia a. A primeira das globinas complementares ndo-a a ser detectada
¢ a cadeia £ nos primeiros meses apos a concepgao sendo rapidamente substituida pelas
cadeias y ( Pataryas & Stamatoyannopoulos, 1972 ). A sintese de cadeias {3 tem inicio
nos segundo ou terceiro meses de vida intrauterina ¢ logo ap6s o nascimento substitui

completamente a sintese das cadeias y ( swilching ) que ap0s 0s 6 meses representam
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menos que 10% do total da globina ndo-a. A produgdo de cadeias & tem inicio apds o
nascimento mas nunca atinge em condigdes normais niveis superiores a 3% do total.
Desse modo sdo encontradas durante todo esse periodo as seguintes hemoglobinas, Hb
Gower 1 (£2¢2), Hb Gower II (apep), Hb Portland (£y2), Hb Fetal (HbF)(a2y2),
Hb A1 (a2B2) e Hb Ay (a287). Além da redugdo na sintese das cadeias vG + yA apos
0 nascimento, outra importante alteragdo ¢ observada nas proporgdes dessas duas
cadeias, a relagdo YO e yA de 7:3 passa a 4:6, sendo que os valores normais para a
HbF na vida adulta situam-se entre 0,3 a 1,2% (Colombo et al, 1976: Hecht et al,
1966: Horton ef al, 1962; Huehns et al, 1964; Kazazian & Woodhead, 1973; Pataryas
& Stamatoyannopoulos, 1972; Weatherall & Clegg, 1981).



Os genes da Globina
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Os genes das cadeias ¢ e o estdo localizados no brago curto do cromossomo 16
(Deisseroth et al, 1976, 1977, 1978 ). O gene ¢ funcional somente ¢ ativo durante a
vida embrionaria e dois genes inativos ou pseudogenes (W& e wa) estdo localizados
entre o gene & e os dois genes o compreendendo aproximadamente 30 Kilobases (Kb).
O grupo de genes g-yO-yA-yB-8-B esta localizado no brago curto do cromossomo 11
abrangendo uma regido de aproximadamente 55Kb. Com excegdo do gene yf3, todos os
genes sdo ativos em algum periodo do desenvolvimento ontogénico. O gene € € ativo
durante a vida embrionaria, os dois genes y sdo ativos principalmente durante a vida

fetal e os genes & e B tém a sua maior atividade apds o nascimento.

O enorme desenvolvimento de técnicas no campo da biologia molecular tornou
possivel a construgdo de mapas detalhados do grupo de genes . Estes mapas mostram
que os genes estdo arranjados na ordem 5'-g-y0-yA-3-B-3', ¢ que a distincia entre 0s
genes vO ¢ yA ¢ de 3,5 Kb, entre os genes yA ¢ § ¢ de 14 Kb, e de 5,4 Kb entre os
genes & € B ( Fritsch et al, 1980 ). Um aspecto importante quanto a organizagdo dos
genes no cromossomo ¢ que eles estdo localizados na mesma ordem em que ocorre a
sua expressdo durante o desenvolvimento. O gene € embrionario localiza-se na posigdo
5' seguido imediatamente pelos genes y que sdo predominantemente sintetizados na
vida fetal, os quais finalmente sdo substituidos pelos genes da vida adulta, 0 6 € o f3.
Este arranjo peculiar levou a suposigdo de que sequéncias regulatorias poderiam estar
presentes nas regides intergénicas e que programariam o controle da expressdo
consecutiva de cada gene do grupo, durante o periodo embriondrio, fetal ¢ adulto

(Figura 1).

A regido codificadora dos genes da globina humana, como ocorre na maioria dos
genes de organismos cucarioticos, ¢ interrompida em duas posigdes, por  [ntrons
(1VS ou Intervening Sequence ), 0s quais separam esta regido em tré€s Lxons. Nos genes

nfo-a, as sequéncias sdo interrompidas entre os codons 30 e 31 e entre os codons 104
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8
e 105. No grupo da globina a as sequéncias interrompem-se entre os codons 31 e 32 e
99 e 100 . E importante ressaltar que esta descoberta foi rcalizada independentemente
por Tilghman et al (1977) nos EEUU e por Jeffreys & Flavell (1977) na Inglaterra.
Finalmente, em 1978, Leder ef al determinaram através de estudos em camundongos,
que os genes o € 3 incluem trés blocos de exons separados por dois introns. Um
padrdo de organizagdo similar ao encontrado por Leder (1978) foi confirmado para os
genes da globina humana (Baralle ef al, 1980; Lauer ef al, 1980; Lawn e/ al, 1978 ¢
1980; Leibhaber et al, 1980; Proudfoot & Maniattis, 1980; Proudfoot er al, 1982;
Slightom et al, 1980; Spritz ef al, 1980) .

O estudo das regides de DNA ( Acido Desoxirribonucléico ) adjacentes as
regides codificantes dos genes da globina assim como de outros genes de organismos
cucariodticos tem identificado numerosas sequéncias altamente conservadas durante a
evolugdo € que representam clementos importantes para a transcrigdo (Efstradiadis et
al, 1980). Desta forma, em todos os genes da globina, dinucleotideos GT ¢ AG
aparecem respectivamente nos finais das posi¢des 5' e 3' dos introns, constituindo
sequéncias de DNA necessarias para a remogdo precisa dos introns durante a

transcrigdo ( splicing).

A regido promotora localizada na porgdo 5' da regido codificante apresenta
caracteristicas interessantes, e sdo observadas varias sequéncias de nucleotideos que
aparentemente estdo envolvidas no controle da transcrigdo e sdo relativamente

conservadas durante a evolugao.

A primeira destas sequéncias € caracterizada pelos nucleotideos TATAA/TAA/T
¢ foi denominada A7A4 box ou Goldeberg Hogness box. Esta regido é rica em adenina
e timina, e esta localizada a aproximadamente 30 pares de bases (pb) em relagdo ao

sitio correspondente ao Cap site ou local onde ocorre uma ligagdo pirofosfato 5'— 5' e
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que ¢ adicionado a posigdo 5’ da regido codificante ( Dierks et al, 1981; Efstradiadis

et al, 1980; Grosveld et al, 1982; Mathis & Chambon, 1981; Proudfoot, 1979 ).

A segunda sequéncia conservada ¢ constituida de nucleotideos
GGC/TCAATCT e é denominada CAT box, que esta localizada entre 70 a 90
nucleotideos em relagdo ao Cap site. Essa sequéncia encontra-se duplicada nos genes
y da Hb F (Benoist ef al, 1980; Grosveld et al, 1982 ). E finalmente, a sequéncia
CCACCKCT situada entre 90 a 105 nucleotideos da mesma posigdo e que por sua vez se

encontra duplicada no gene B (Charnay ¢t al, 1985; Dierkis et al, 1983; Everett et al,

1983 ).

Uma sequéncia de hexanucleotideos altamente conservada, a AATAAA, foi
também identificada na posigdo 3' da regido ndo codificante dos genes da globina,
sendo localizada cerca de 15 19pb 3' a partir do ponto de terminagdo da transcrigdo e
provavelmente ¢ fundamental para o metabolismo normal do ARNm ( Acido

Ribonucléico mensageiro ) (Efstradiadis et a/, 1980; Michelson & Orkin, 1980 ).

O estudo das regides promotoras dos genes das globinas permitiu de modo
pioneiro o esclarecimento de alguns meccanismos normais do controle da transcrigo
génica. Nestes achados tiveram papel preponderante os assim denominados
"experimentos da natureza", isto ¢, mutagdes que afetam as regides conservadas
anteriormente descritas e que estimulam ou deprimem a sintese das respectivas cadeias
protéicas. Assim, foram desenvolvidas diversas estratégias com a finalidade de
determinar as sequéncias de nucleotideos localizadas na regidio promotora com
importancia funcional na transcrigdo e no controle da expressdo dos genes da globina.
Variados tipos de mutagdes foram artificialmente criadas através da remogiio de toda

uma sequéncia localizada em determinados pontos dos genes, ou pela substituigdo de

diversos nucleotideos por segmentos sintéticos e, finalmente, por estudos que
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envolviam a substitui¢do simples de um Unico nucleotideo por meio de mutagénese
quimica ou bioquimica ( Charnay et al, 1985; Dierks et al,1981 e 1983; Grosveld et al,
1981 e 1982; Mcknight & Kingsbury, 1982; Mellon et al, 1981 ).

O efeito dessas sequéncias de nucleotideos sobre a expressdo génica é¢ modulado
pela agdo de proteinas que interagem com essas regides do DNA (trans-acting factors),
estimulando ou inibindo a transcrigdo. Desse modo, mudangas em um (nico
nucleotideo dessas regides promotoras podem interferir com essa interagdo DNA-
proteina e resulta em distirbios na produgdo génica ( Mitchell & Tjan, 1989 ). Essa ¢
a razio subjacente as alteragdes observadas na expressio génica secundaria as
mutagdes na regido promotora de pacientes com talassemia [ ou persisténcia
hereditaria da hemoglobina fetal (PHHF) ( Bunn & Forget, 1986; Stamatoyannopoulos
et al, 1987).

Além das sequéncias de nucleotideos na regido promotora, sdo conhecidos
outros locais especificos do DNA nas proximidades dos genes que também podem
atuar no controle da expresso génica. Essas sequéncias, em geral sdo conhecidas como
enhancers e atuam independentemente de sua posi¢do em relagdo a regido promotora.
As sequéncias importantes no controle da expressdo génica, incluindo aquelas da regido
promotora € os enhancers, sdo genericamente denominadas cis-acting factors ( Gruss

et al, 1984; Khoury & Gruss,1983 ).

Outra regido fundamental para o controle da expressdo dos genes do complexo
da globina foi descoberta pela investigagdo de talassemias B secundarias a delegdes
génicas distantes do gene B. Essa regido foi denominada Locus Control Region ou LCR
(Forrester ef al, e 1986; Tuan e¢f al, 1985 ). Esta regido compreende cerca de seis
sitios contendo sequéncias sensiveis a digestdo pela DNase I ( Hypersensitive sites ou

HS) e estdo localizados entre 6 a 21Kb na posigdo 5' antes do gene € e cerca de 20Kb
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na posigdo 3' depois do gene B ( Figura 2 ) ( Curtin et al, 1988; Driscoll et al, 1989;
Forrester el al, 1990; Kioussis e/ al, 1983; Taramelli ¢/ al, 1986 ). A analise molecular
destes sitios hipersensiveis a DNase I revelou que a LCR representa um novo
elemento fundamental na regulagio dos genes das globinas ( Orkin ef al, 1990 ). Entre
as propriedades ja esclarecidas da LCR podemos citar: 1) A LCR confere alto nivel de
expressdo eritrdide especifica aos genes das globina ligados in cis quando em animais
transgénicos. Na realidade, foi a descoberta da LCR que possibilitou o aparecimento de
modelos animais transgénicos de doengas como a anemia falciforme ( Grosveld e al,
1987; Ryan et al, 1989a e 1989b; Talbot ef al, 1989 ); 2) A LCR afeta a estrutura
cromatinica € o padrio de replicagdo do ADN em sequéncias que se estendem por
aproximadamente 200 Kb ou mais ( Forrester et al, 1990 ); 3) A interagdo entre cada
gene da globina e a LCR ¢ exclusiva e regulada de acordo com o estagio do
desenvolvimento ( Behringer et al, 1990; Enver et al, 1990; Hanscombe ef al, 1991,
Lindenbaum & Grosveld, 1990; Raich et al, ¢ 1992 ); 4) Sequéncias de nucleotideos,
provavelmente responsaveis pela fungdo da LCR estdo localizados no interior dos HS
que caracterizam a LCR nas células critroides ( Forrester ef al, 1989; Ney el al, 1990;
Philispsen et al, 1990; Talbot ef al, 1990 ); 5) A estrutura e fungdo da LCR séo

altamente conservadas durante a evolugdo ( Li er al, 1990).

Finalmente, ¢ relevante citar a presenga de varias sequéncias repetidas dentro
do grupo de genes B da globina, que apesar de possuirem fungdo ainda desconhecida,
representam pontos altamente suscetiveis a evento recombinatério dado seu elevado
grau de homologia. O primeiro grupo dessas sequéncias inclui aquele denominado
familia Alu I, que apresentam aproximadamente 300 nucleotideos e provavelmente esta
repetida cerca de 300.000 vezes no genoma humano. A denominagdo Alu I deriva da
presenga no interior dessa regido de sitios de clivagem da enzima Alu I. Estas

sequéncias sdo encontradas no grupo de genes da globina 3 em copia simples ou dupla,
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na posigdo 5' do gene ¢, flanqueando os genes v ¢ ao redor dos genes & e B (Coggins
et al, 1980 e¢ 1981; Di Segnie ¢t al, 1981; Fritsch ¢t al, 1980; Houch ef al, 1979,
Jelinek et al, 1982).

Um segundo grupo ¢ representado por sequéncias de nucleotideos denominadas
familia Kpn I ou L1. Sdo maiores e menos frequentes que as Alu I e estdo localizadas
na posigdo 3' do gene B e na posigdo 5' do gene vG  ( Adams et al, 1980; Forget,
1981; Jagadeswaran et al, 1981; Kaufman et al, 1980; Shafit- Zagardo, 1982 ). O
terceiro grupo de sequéncias repetidas é encontrado entre os genes 6 € B ( Miesfield e/
al, 1981 ) e na regido IVS2 dos genes y ( Slighton et al, 1980; Shen et al, 1980 ), ¢

ndo possuem denominagdo especifica.

O estudo dos genes da globina, como referido anteriormente revelou-se de
fundamental importincia no desenvolvimento ndo s6 da Genética Médica, como
também na compreensdo dos meccanismos subjacentes a expressdo génica normal.
Nesse contexto, o controle ontogenético normal da expressdo dos genes y representa
modelo ideal para a compreensdo desses mecanismos. Assim, a investigagdo de
anormalidades que conduzem a distarbios no controle da expressdo normal desses
genes, como as PHHF ou as Talassemias delta-beta ( Tal-8B ) , podem resultar em
dados significativos para melhor compreensio do controle génico durante o

desenvolvimento.



Persisténcia Hereditaria da

Hemoglobina Fetal
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A denominagdo persisténcia hereditaria da hemoglobina fetal ( PHHF )
identifica um grupo de condigdes com ampla heterogeneidade genética, caracterizado
pela continua produgdo de HOF na vida adulta, sem distarbio eritropoético e com uma
relagdo equilibrada entre a sintese de cadeias a e ndo-a ( Weatheral & Clegg, 1981;
Wood et al,1979 ). As PHHF sdo caracterizadas como condigdes que possuem um
fenotipo similar, mas que resultam de defeitos moleculares miltiplos € complexos. As
PHHF sdo comumente classificadas pela analise dos pardmetros hematologicos € da
lesdio molecular existente. Entre os dados hematoldgicos, sdo de importancia os niveis
relativos das cadeias YO, YA, B e &, a percentagem de HbF e seu padrio de
distribui¢do nas hemacias. Sdo denominadas PHHF pancelulares aquelas em que todas
as hemacias apresentam HbF detectavel, e heterocelulares nos casos em que a HbF ¢
observada em um namero restrito de células ( Boyer et al, 1977; Fessas &

Stamatoyannoupoulos, 1964; Shepard et al, 1962; ).

De acordo com a lesdo molecular, as PHHF sdo classificadas em dois grandes
grupos: PHHF por deficiéncias ou delegdes génicas e por mutagdes de ponto . As
deficiéncias génicas envolvem grande parte do grupo de genes B e as mutagdes de
ponto sdo encontradas na regido promotora dos genes y ( Stamatoyannopoulos et dl,

1987).

A frequéncia da PHHF em populagdes humanas ainda ndo esta caracterizada, o
que tavez se deva, pelo menos em parte, ao fato de seus portadores geralmente serem
assintomaticos. Ela ¢ descrita na literatura sob a forma de casos familiais isolados, em

varias regides do globo, principalmente entre negrdides, mediterraneos € asiaticos.
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PHHF por deficiéncias génicas

Estas formas de PHHF sdo caracterizadas por grandes deficiéneias no grupo dos
genes P, na presenga dos genes codificadores das cadeias YO e yA da HDLF. Os
individuos heterozigotos possuem niveis de HbF entre 20 a 30% com uma distribuigio
uniforme nas hemacias e valores de HbA» ligeiramente diminuidos ou normais. Em
homozigose estdo associadas com hemacias ligeiramente microciticas e hipocromicas,
uma relagdo de aproximadamente 0,5 na sintese das cadeias a /y e cerca de 100% de
HbF. Uma vez que esta Hb possue uma alta afinidade pelo oxigénio, pode ocorrer uma

policitemia moderada ( Charache et al, 1976; Forget et al, 1976).

Até o presente momento, cinco diferentes formas de PHHF foram descritas
(Figura 3). A PHHF-1 encontrada em negros dos EEUU ¢ a PHHF-2 em negros de
Ghana possuem uma deficiéncia génica que envolve quase 105Kb de DNA. A PHHF-1
compreende uma deficiéncia génica que comega 3,75Kb antes do gene & e abrange
95Kb depois do gene B. A PHHF-2 possue os pontos de quebra nas posigdes 5' e 3'
localizados 5 a 6 Kb antes dos descritos para a PHHF-1 ( Collins et al, 1987; Feingold
& Forget, 1989; Fritsch et al, 1979; Henthorn et al, 1990; Jagadeesnaran et al, 1982;
Tsai et al, 1989; Tuan et al, 1979, 1980 e 1983; Van Der Ploeg ef al, 1980; Vanin et
al, 1983 ).

A PHHF-3, descrita em indianos, tem o inicio da sua deficiéncia génica a uma
curta distdncia do descrito para a PHHF-2 e se estende até aproximadamente 30Kb
apos o gene 3 ( Anagnou ef al, 1988; Henthorn et al, 1986; Kutlar ef al, 1984; Vanin
et al, 1983 ). A PHHF-4, descrita em italianos, tem o inicio da sua deficiéncia quase na
mesma posi¢do da PHHF-1 e o seu término proximo ao da PHHF-3 ( Ottolenghi et al,
1982; Saglio et al, 1986 ) . A PHH-5, também descrita em italianos, possue uma

deficiéncia que comega cerca de 3,2Kb antes do gene & e termina somente 0,75Kb
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fora do gene B, dentro de um elemento ativador ou enhancer (Camaschella et al,

1990).

Algumas hipoteses foram formuladas na tentativa de explicar o fenétipo de
PHHF nestas condigdes. A primcira delas refere-se a presenga de um elemento
silenciador localizado entre os genes yA e & e que exerceria o controle transcricional
dos genes y. Este elemento seria perdido nas varias deficiéncias génicas,
desencadeando a sintese aumentada dos genes y e consequentemente da HbF ( Huisman
et al, 1974 ). Uma segunda hipotese é a de que elementos regulatdrios localizados nas
proximidades do ponto de quebra da posigdo 3’ das delegdes sejam trazidos para a
proximidade dos genes y em decorréncia dos eventos recombinatérios subsequentes a
delegdo, exercendo desse modo o controle diferencial no mecanismo de expressdo

destes genes ( Feingold & Forget, 1989 ).
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PHHF por mutagoes de ponto

Algumas formas de PHHF sdo caracterizadas pela substituigdo de um unico
nucleotideo localizado em locais especificos da regido promotora dos genes y € na
auséncia de deficiéncia génica ( Tabela 1 ). Estas formas de PHHF também sdo
classificadas em pancelulares e heterocelulares de acordo com o padrdo de distribuigdo

da HbF nas hemacias ( Bollekens & Forget,1991 ).

As PHHF pancelulares sdo sub-divididas segundo o tipo de cadeia y presente.
A PHHF do tipo yA foi primeiramente descrita em um paciente proveniente da Grécia
( yYAPHHF-Grega ) ( Collins et al, 1985; Fessas & Stamatoyannopoulos, 1964 ;
Sofroniadou ef al, 1975 ) e subsequentemente em individuos originarios da Sardenha
( Giglioni ef al, 1984 ), China ( Farquhar et al, 1983 ) e Africa ( Huang ef al, 1987 ).
Nos heterozigotos os niveis de HbF variam entre 10 a 20 % com uma relagdo
equilibrada entre as cadeias o/ ndo-a, na presenga de indices hematimétricos normais.
Em homozigose, os valores de HbF sdo encontrados ao redor de 24% com cerca de
75% de HbA e HbA» ligeiramente diminuida ( Camaschella et al, 1989 ). As PHHF
pancelulares do tipo YO ocorrem predominantemente em negros, com valores de HbF
entre 15 a 20% em heterozigotos ( Collins et al, 1984 a e b; Friedman & Schwartz,

1976; Higgs et al, 1979; Huisman et al, 1975 ).

Nas PHHF do tipo heterocelulares sdo detectados niveis de HbF entre 2 a 10%
nos varios tipos descritos ( Boyer ¢t al, 1975; Wood et al, 1975 ). No tipo suigo, os
valores de HbF estdo ligeiramente aumentados entre 2 a 3%, na presenga de ambas as
cadeias YO e yA ( Weatherall & Clegg, 1981 ). Niveis mais elevados de HbF podem
ser observados quando a PHHF estd associada a homozigoze para talassemia 3 ou

hemoglobina S (Gianni et al, 1983; Miyoshi et al, 1988; Old et al, 1982; Popovich et
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al, 1986; Wood et al, 1976 ¢ 1977, ). Este aumento na produgdo de HbF em geral
resulta em evolugdo clinica menos grave nos pacientes homozigotos para essas
hemoglobinopatias e concomitante PHHF (  Stamatoyannopoulos ef al, 1987 ). O
conhecimento dessa particularidade indicou desde a longo tempo que o aumento na

sintese de cadeias y poderia representar terapéutica eficaz nas doengas falciformes e

talassemias.

Algumas formas de PHHF heterocelulares contendo niveis de HbF maiores que
os encontrados no tipo suigo foram descritas em familias negras. Assim, em individuos
portadores do tipo Seattle foram descritas cadeias 70U ¢ yA em propor¢des normais
( Stamatoyannopoulos et al, 1987; Stamatoyannopoulos ef al, 1975 ) e naqueles do
tipo Atlanta e Georgia, onde ocorre o predominio de cadeias vG de 2,4 a 6,0 % ( Altay
et al, 1977, Stoming et al, 1989 ). Em individuos com a PHHF do tipo britanico ocorre
o predominio de cadeias yA ¢ 0s niveis de HOF variam entre 5 a 13% nos heterozigotos
e entre 19 a 21% nos homozigotos ( Tate ¢t al, 1986; Weatherall et al, 1975 ), ao
passo que em pacientes com PHHF do tipo brasileiro ( Costa ef al, 1990 ) os niveis de
HOF variam de 4,5 a 7% com predominio de cadeias yA. A PHHF do tipo saudita ¢
frequentemente descrito em concomitincia com homozigose para HbLS ou em
portadores da talassemia-SBO e estd associado a evolugdo clinica moderada com
quantidades elevadas de HbF, geralmente entre 25 a 40% ( Pembrey et al, 1978,
Perine et al, 1978).

Estas poucas mutagdes ja identificadas permitiram caracterizar a importancia
relativa de diferentes locais da regido promotora que na interagdo com os f(rans-acting
Jfactors e o grau de ajuste fino existente no controle da transcrigdo. Assim na
yA-PHHF grega a mutagao € na regido -117 com substituigdo G—A e resulta na

produgdo de 15% de HDLF, por outro lado na yA-PHHF-britanico a mutagdo esta
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localizada na posigdo -198, T—>C, e resulta em 3,5 a 10% de HbF. A tabela 1

descreve os dados conhecidos de PHHF-mp.

Até o presente momento varios fatores Trans localizados nesta regido ja foram
descritos. Entre eles estdo o Spl, um poderoso ativador transcricional que possue
afinidade as regides -200 ( sequéncia GGGGC ), -140 ( sequéncia CACCC ) e -50
( sequéncia GC ); o fator CP1 descrito pela sua interagdo com a regido CCAAT-box; o
CDP, uma proteina de deslocamento da interagdo com a regido CCAAT-box; o
octamero-1 (Oct-1) responsavel pela interagdo com a regido ATGCAAAT e os fatores
para células eritréides, 0 GATA-1 e o NFE-3 ( Fisher & Novock, 1990; Fucharon et a/
, 1990; Gumucio et al, 1988; Gumucio et al, 1991; Johnson & Mc Knight, 1989;
Mantovani et al, 1988; Martin et al, 1989; Mitchell & Tjian,1989; Ottolenghi e al,
1989; Ponez et al, 1989; Ronchi et al, 1989; Stoeckert, 1991; Supert-Furga et al, 1988 )
( Figura 4 ).



Tabela 1. PHHF por mutac¢iao de ponto
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TIPO MUTACOES HbLF
(%)Heterozigotos
Pancelular yG
Negros vG,-202 C5>G 15-25
Negros yG, -175 T-»C 20-30
Sardcnios yG, -175 T->C 17-21
Japoneses yG, -114 C-»T 11-14
Pancclular yA
Sul da Italia yA, 196 C->G 12-16
Chineses A, -196 C-»T 14-21
Negros A 175 T>C 36-41
Gregos A (117 GHA 10-20
Sardcnios A, -117 G->A 12-16
Negros A.-ll7 G—oA 11-16
Pancelular yGyA
Chineses Desconhecida 20-25
Heterocelular yG
Negros(Atlanta) yGyA, -158 C-»T 2,4-3,8
Heterocelular yA
Negros yA, 2202 C»T 1,6-3,9
Britanicos vA, -198 T>C 3,5-10
Brasileiros yA, -195 C»G 4,5-7
Hetercelular yGyA
Suiga Desconhecida 14
Negros(Scattle) Regido promotora dos 3-8
genes y normal
Negros(Georgia) Desconhecida 2,6-6

Obs.: Uma deficiéncia contendo valores de HbF de 30-32%

e .situada entre as

posigdes -102 a -114 na regido promotora do gene vA foi descrita em negros.
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Talassemias Delta- beta
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As sindromes talassémicas compreendem um grupo heterogéneo de doengas
hereditarias em que existe uma redugfio no ritmo de sintesc de uma ou mais cadeias
polipeptidicas da hemoglobina. Esta anormalidade, de natureza complexa, ocasiona, em
ultima analise, a supressdo total ou parcial da produgdo de cadeias o nas a-talassemias
e de cadeias P nas talassemias-B. Dai advém hemoglobinizagdo deficiente e,
consequentemente, microcitose e hipocromia caracteristicas dessas sindromes. Além
disso, a sintese de cadeias ndo afetada permanece inalterada provocando acumulo ¢
formagdo de agregados instaveis das cadeias ndo pareadas. A precipitagdo desses
agregados provoca numerosos efeitos deletérios sobre a hemacia ou seus precursores.
S#o essas lesdes as responsaveis pela destruigdo prematura dos eritroblastos na medula
éssea, caracterizando a eritropoese ineficaz comum a essas sindromes, e também pela
reduzida sobrevida dos eritrdcitos na circulagdo, determinante do quadro hemolitico

( Bank, 1978; Weatherall & Clegg, 1981 ).

O termo talassemia delta-beta ( tal-5B) descreve aqueles casos em que ocorre
redugdo ou auséncia de sintese de ambas as cadeias , B ¢ 5, ¢ € caracterizada nos
heterozigotos por grande aumento de HbF acompanhado por valores normais ou
reduzidos de HbA> na presenga de hipocromia ou microcitose. Os homozigotos
possuem exclusivamente HbF, niveis moderados de anemia e evolugdo clinica em geral
benigna. Devido ao aumento de HbF, a relagdo entre cadeias a/ndo-a apresenta
desequilibrio menor que aquele encontrado em outras formas de talassemias-f. Os
portadores da associagdo tal-3f e talassemias-B in trans apresentam um quadro clinico
de talassemia intermediaria com niveis elevados de HbF ( Bunn & Forget, 1986;

Stamatoyannopoulos ef al, 1987; Bollenkens & Forget, 1991 ).

Naqueles casos em que a caracterizagdo molecular destas sindromes foi levada a

efeito, foram detectadas deficiéncias génicas no grupo dos genes B, que em geral

incluem os genes B e 8 ou parte do gene . A classificagio das talassemias-5p ¢ feita de
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acordo com as cadeias y encontradas. Assim, a talassemia-6 observada em sicilianos é
denominada tal-yGyA(SB)0 e aquela descrita em indianos e chineses ¢ denominada

tal-yA(yGsp)e,

As tal-yGyA(SB)O sdo encontradas principalmente nas populagdes do
Mediterraneo. Os niveis de HbF variam de 5 a 15% nos heterozigotos e os homozigotos
para este tipo de alteragdo apresentam um quadro clinico de talassemia intermediaria
com niveis de Hb proximos de 10g/l e relagdo entre as sinteses de cadeias afy
aproximadamente de 2,4 ( Anagou ef al, 1985; Bernards ¢! al, 1979; Camaschella ef al,
1986 e 1987; Feingold & Forget, 1989; Fritsch et al, 1979; Henthorn et al, 1990;
Kuloziz et al, 1988; Matsunaga ¢t al, 1985; Mishima et al, 1989 e 1990; Ottolenghi et
al, 1979 e 1988a; Shiokowa et al, 1988; Trent ¢t al, 1988; Tuan et al, 1979 e 1983,
Zeng et al, 1985; Zhang et al, 1988 ). Nesses casos a delegdo génica € heterogénea
incluindo desde pequenas deficiéneias como a Tal-6B° Corfu de 7,2Kb as enormes

deficiéncias como o tipo espanhola em que compreende a perda de quase 100Kb.

Varios casos de tal-yO(yA8B)0 foram descritos em diferentes populagdes,
afetando principalmente indianos e chineses. Os heterozigotos possuem cerca de 5 a
15% de HbF com predominancia das cadeias do tipo yO. Os homozigotos produzem
exclusivamente HbF e apresentam um quadro clinico de talassemia intermediaria.
Nestes casos a deficiéncia génica sempre inclue parte ou todo o gene yA, preservando o
gene yO. Dentre as tal-yG(yASB )° tem particular interesse a tal-yG(yA8B)° descrita em
chineses que possui 0 seu ponto de quebra na posigdo 5’ 10 Kb antes do PHHF-dg do
tipo 2, e possui ponto de quebra na posigdo 3', semelhante ao que ocorre na PHHF-dg
do tipo 1 e 2, sem no entanto gerar o fenotipo de PHHF. ( Anagnou et al, 1984 e 1988;
Fodde et al, 1990; Fritsch et al, 1979; George et al, 1986; Henthorn et al, 1985 e
1990; Jennings et al, 1985; Jones et al, 1981a e b; Losekoot et al, 1990, Mager et al,
1985; Nakatsuji et al, 1984; Orkin et al, 1979; Trent et al, 1984; Tuan et al,1979 ).
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Existem alguns casos de talassemia, diferentes das descritas anteriormente, as
tal-(y8B)© que sdo caracterizadas pela auséncia total na produgdo das cadeias v, & e .
Individuos heterozigotos apresentam uma anemia hemolitica transitoria no periodo
perinatal, e na vida adulta apresentam caracteristicas similares as encontradas nos
tragos talassémicos. Individuos homozigotos ndo foram descritos até o presente
momento. Nesses casos a delegdo inclue os dois genes y ( Curtin et al, 1985; Driscoll
et al, 1989; Diaz-Chico et al, 1988; Fearon et al, 1983; Orkin et al, 1981; Piratsu et al,
1983; Talbot et al, 1989; Trent et al, 1990; Tuan et al, 1985; Van Der Ploeg et al,

1980).

Foram descritas duas formas de tal-3f3 na auséncia de deficiéncia génica. A primeira
delas, descrita em pacientes originarios da Sardenha, do tipo tal-yASB  possui
substituigio de bases C—G na posigio -196 da regido promotora do gene YA e
CAG —TAG no codon 39 de gene . Os niveis de HLF situam-se entre 10 a 20 %
(CAO et al, 1982; Guida et al, 1984; Ottolenghi et al, 1987, Piratsu ef al, 1984). A
segunda, do tipo YOyASB-tal foi encontrada em individuos chineses. Esta forma de tal &
B apresenta as regides promotoras dos genes y normais € uma substituigdio A—G na
posi¢do -29 do gene B com valores de HbF em torno de 22,3% ( Atweh et al, 1986 e
1988).

A tabela 2 descreve os tipos de tal-6f3 por mutagdes de ponto e as figuras 5 e 6 as

deficiéncias génicas conhecidas.

Um aspecto interessante € que transcende o interesse académico € que alteragdes
génicas distintas podem resultar em PHHF, sem maiores repercurssdes clinicas, ou tal-
6P com nitida redugdo na produgdo das cadeias ndo-a. Assim, individuos portadores de
PHHF possuem niveis elevados de HbF, acompanhados por hemacias de tamanho e

conteido hemoglobinico normais. Ja nos individuos portadores da talassemia-63, o
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aumento da HbF é acompanhado por hemacias microciticas e hipocromicas e valores
normais ou ligeiramente diminuidos da HbA»>. O estudo molecular nestas condigdes
tem sido de grande importancia, principalmente por contribuir para a elucidagdo do

mecanismo de expressdo destes genes.

A caracterizagdo molecular dos diversos casos de PHHF e tal-63 conduzem a
formulagdo de algumas hipéteses para esse fato. Assim podemos citar a hipdtese
formulada por Feingold e Forget (1989), que tenta explicar a diferenciagdo entre os
fendtipos de PHHF e tal-df. Nesta hipotese a presenga de uma regido 3D intacta e
trazida para a proximidade dos genes y em decorréncia da deficiéncia génica levaria ao
desenvolvimento do fendtipo de PHHF e que alteragdes nesta mesma regido
desencadeariam o fenétipo de tal-63. No entanto deve ser enfatizado que esta questdo

permanece por ser esclarecida.
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Tabela 2. Talassemias-0[3 por mutagdes de ponto

TIPO MUTACOES

HbF

(“o)Heterozigotos

Talasscmia-yASﬁ

Sardcnios yA, -196 C->T
B, codon 39
CAG->TAG
Talassemia-yCyASp
Chincses Regido promotora dos

genes y normal

B,-29 A5G

10-20

22,3

31
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Como consequéncia da identificagdo prévia de um tipo inédito de PHHF na
populagdo brasileira ( Costa et al, 1990 ), foi levado a efeito um rastreamento
sistematico para identificagdo de PHHF e Tal-8B em doadores de sangue do
Hemocentro-UNICAMP e em pacientes do ambulatorio de hemoglobinopatias da

UNICAMP e Escola Paulista de Medicina.

Foram identificados quatro individuos portadores de PHHF e um de tal-6p.
Desse modo, o objetivo desse trabalho foi levar a efeito a caracterizagdo das bases
moleculares das PHHF e tal-88 desses individuos e contribuir para um melhor
conhecimento das alteragdes moleculares das hemoglobinopatias no Brasil e
adicionalmente fornecer subsidios para o esclarccimento dos mecanismos molcculares

envolvidos na génese dessas condigdes.



CASUISTICA
E
METODOS
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3.1. CASUISTICA

Foram estudados quatro portadores de PHHF e um de &pB-talassemia. Os
pacientes estdo em atendimento regular nos ambulatorios de Hematologia da Faculdade

de Ciéncias Médicas da UNICAMP ou da Escola Paulista de Medicina.

CASO 1

Sexo masculino, 36 anos de idade, branco, com descendéncia africana, doador
de sangue, sem alteragdes clinicas significativas. A anormalidade da hemoglobina foi

detectada no rastreamento padrio apos doagdo de sangue.

CASO 2

Sexo feminino, 34 anos de idade, negroide, doador de sangue, sem alteragGes
clinicas significativas. A anormalidade da hemoglobina foi detectada no rastreamento

padrdo apds doagdo de sangue.

CASO 3

Sexo masculino, 50 anos de idade, negroide, doador de sangue, sem alteragdes
clinicas significativas. A anormalidade da hemoglobina foi detectada no rastreamento

padrio apds doagdo de sangue.
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CASO 4

Sexo masculino, 9 anos de idade, negréide, com historia de palidez cutdneo-
mucosa acompanhada de esplenomegalia desde os 18 meses de idade. No exame fisico
apresentava figado palpavel a 3cm do rebordo costal direito, bago palpavel a 7 cm do
rebordo costal esquerdo, € o raio X do cranio revelou aumento da diploe 6ssea. Em
razdo das acentuadas alteragdes Osseas encontra-se em regime terapéutico, com

transfusdes sanguineas e quelante de ferro.

CASO 5§

Sexo masculino, 32 anos de¢ idade, branco, com descendéncia italiana, com
histéria de anemia desde o primeiro ano de idade. No exame fisico apresentava palidez,
ictericia e hepato-esplenomegalia. Aos seis anos de idade foi esplenectomizado. Refere

ter recebido ocasionais transfusdes sanguineas apds esplenectomia.
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3.2. METODOS

3.2.1. COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue venoso ( 5-20ml ) foram coletadas em EDTA ( Sal
di-sodico do acido etilenodinitrotetracético ) como anticoagulante, na concentragio de

1,5mg/ml ( Dacie & Lewis, 1984 ).

3.2.2. PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Os valores hematologicos e indices hematimétricos foram determinados com a
utilizagdo de contador eletronico Coulter Counter modelo T8-90, no Laboratério de
Hematologia do Departamento de Patologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Médicas

e Hospital de Clinicas da UNICAMP.

A analise morfologica das hemacias foi realizada pela observagdo microscopica
dos esfregagos sanguineos corados pela técnica de Wright-Giemsa ( Dacie & Lewis,

1984 ).

3.2.3. ANALISE DAS HEMOGLOBINAS
3.2.3.1. PREPARO DO HEMOLISADO

As hemacias foram lavadas trés vezes em solugdo salina isotonica e lisadas em
1,5 vol de agua e 0,4 vol de tetracloreto de caborno ( CCl4 ) a temperatura ambiente
por 15 minutos, apos agitagdo vigorosa. O estroma foi removido por centrifugagdo a
2.5000 rpm por 30 minutos ¢ o hemolisado obtido foi utilizado para as analises

eletroforéticas e cromatograficas.
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3.2.3.2. DETERMINACAO DO PADRAO ELETROFORETICO

A analisc qualitativa das hemoglobinas foi realizada pela corrida eletroforética
do hemolisado, em fitas de acetato de celulose e tampdo Tris-EDTA-Borato pH 8,9
( Tnis (Hidroximetil) amino metano-10,2g; EDTA -0,6g; acido boérico-3,2g; agua
detonizada para 11 ), por 50 minutos a 220 Volts ( Dacie & Lewis, 1984 ).

3.2.3.3. DOSAGEM DA Hb A:

A HbA2 foi quantificada pela eluigdo das fitas de acetato de celulose, apds
corrida eletroforética de 10ul do hemolisado, por 50 minutos a 220 Volts, em tampédo

Tris-EDTA-Borato pH 8,9 ( Dacie & Lewis, 1984 ).

3.2.3.4. ANALISE DA HbF
A) QUANTIFICACAO

A HDF foi quantificada pelo método de desnaturagdo alcalina. A técnica consiste
na adigdo de 0,2ml do hemolisado a 3,2ml de solugdo de NaOH 0,083N e 6,8ml de
solugdo de Sulfato de amonio saturada a 50%. Apos filtracdo foi realizada a leitura

espectrofotométrica em comprimento de onda de 415nm ( Betke et al, 1959 ).
B) DISTRIBUICAO INTRACELULAR DA HbF

O padrio de distribuigdo da HDF nas hemacias foi analisado pela técnica

citoquimica de eluigdo acida descrita por Kleihauer ( Dacie & Lewis, 1984 ).
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A técnica foi realizada em esfregagos sanguineos recém preparados, fixados em

etanol a 80% e tratados com mistura das solugdes A e B na proporgdo de 5:1 ( Solugdo
A: Hematoxilina-7,5g/1 em etanol a 90%; Solugdo B: FeClz ( Cloreto férrico )- 24g;
HCI 2,5 mol/I-20ml; agua destilada para 11 ). Os esfregagos foram contra-corados em

Eosina ( 2,5 g/l ) (Dacie & Lewis, 1984).

C) ANALISE DAS CADEIAS y DA HbF

A analise qualitativa cadeias yG € yA foi realizada pela eletroforese em gel de
poliacrilamida-Triton-Uréiae com corrente constante de 6mA durante 12 horas, apos

concentragdo das.cadeias y por dialise em agua destilada.

Na corrida eletroforética foram utilizados 20l do hemolisado previamente
diluido em tampdo contendo wuréia 8M-5ml; acido acético glacial-0,5ml;
2-mercaptoetanol-0,5ml e pironina Y- (2mg). Apds todo o procedimento, o gel foi

corado em Coomassie brillant blue ( Alter et al, 1980 ).

A quantificagdo das cadeias y foi também realizada em alguns casos pela técnica
de cromatografia liquida de alta pressdo ( HPLC ) em fase reversa ( Huisman 1980,
1981a e b ), no Laboratdrio de Quimica de Protéinas. do Medical College of Georgia-
USA e a sintese de cadeias na Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto pelo Prof. Dr.

Fernando F. Costa.

L] Acrilamida-3g; bis-acrilamida- 20mg; Uréia 8M-18,75ml; Triton X-100-0,5ml; Acido acético glacial-1,25ml; TEMED ( Tetra

metileno diamina )-0,125ml; Persulfato de amonio-15mg; agua destilada-5Smi
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3.3. ANALISE MOLECULAR

As deficiéncias génicas foram caracterizadas com o emprego da técnica de
Southern Blot ¢ as mutagdes de ponto pelas técnicas de sequenciamento direto apods
amplificagdo dos fragmentos génicos pela Reagdo em Cadeia da Polimerase ( PCR ). A
confirmagdo de alguns casos foi levada a efeito pela hibridizagdo alelo especifica
(ASO) de fragmentos génicos imobilizados em filtros de nylon pelo método de dot-

blot, ou por digestdo com enzimas cujos sitios eram abolidos pela mutagéo.

3.3.1. EXTRACAO DO DNA GENOMICO

O DNA foi isolado dos leucocitos a partir de 10-20ml de sangue venoso (Ponez
et al, 1982; Sonati ,1990). O sangue foi inicialmente centrifugado a 2.500 rpm por 15
minutos. Ao conglomerado de hemacias foi adicionado solugdo de NH4Cl 0,144M
( Cloreto de amonio ) na proporgdo de 5 vezes o volume de células e solugdo de
NH4HCO3 0,01M ( Bicarbonato de amonio ) na proporgdo de 0,5 vezes o volume de
células. A solugdo foi incubada a temperatura ambiente por 20 minutos e seguida de
centrifugagdo por 15 minutos a 2.500 rpm a 4°C. As solugdes de cloreto e bicarbonato
de amonio proporcionam a lise das hemacias. Esta etapa foi repetida até a obtengdo de

um precipitado nuclear de leucoécitos livre de hemacias.

Os leucécitos foram dissolvidos em 10ml de tampdo contendo NaCl 0,3M,
EDTA 10mM, Tris/HCI pH 7,5 10mM, Uréia 7M, SDS ( duodecil sulfato de sodio
0,5% ) e incubados a 37°C por aproximadamente 12hs ou até completa lise dos

leucdcitos.
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Apos incubagdo foram realizadas trés extragdes com igual volume de mistura
contendo fenol ( redistilado e saturado em Tris/HCI pH8,0 200Mm contendo 0,1% de
hidroxiquinolina ), cloroférmio e alcool isoamilico na proporgdo de 25:24:1. Cada
extragdo foi seguida por centrifugagdo a 5.000rpm 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 e o fenol. Uma ultima extragio
foi realizada utilizando-se igual volume de mistura cloroférmio/alcool isoamilico na
propor¢do de 24:1. A solugdo obtida foi entdo precipitada pela adigdo de etanol

absoluto gelado (2,5 vezes o volume ) e de acetato de sddio 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 agua deionizada estéril em

volume proporcional ao tamanho do precipitado obtido.

A concentragdo do DNA foi determinada em espectrofotometro pela leitura das
densidades 6ticas nos comprimentos de onda 260 e 280nm em luz ultravioleta. O DNA
foi considerado 6timo para analise quando a relagdo entre as densidades Opticas
obtidas nos comprimentos de onda utilizados situava-se entre 1,8 € 2,0. O encontro de
uma relagdo inferior a 1,8 indica a presenga de proteinas e acima de 2,0, alto conteudo

de RNA ( Maniatis et al, 1989 ).

3.3.2. METODOLOGIA UTILIZADA PARA A IDENTIFICACAO DAS
DEFICIENCIAS GENICAS

A. DIGESTAO DO DNA GENOMICO, ELETROFORESE E SOUTHERN
BLOT

Cerca de 7 a 10pg do DNA gendmico obtido no item 3.3.1 foi digerido com as
endonucleases de restrigdo Apa I, Bam HI, Bgl II, Eco RI, Hind III, Hpa I, Pst I, Pvu II,
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Taq I e Xba I, de acordo com as condigdes recomendadas pelo frabicante (  New
England Biolab ). Os fragmentos obtidos foram separados por eletroforese em gel de
agarose a 0,8% usando o DNA A digerido com a enzima Hind IIl como marcador de
peso molecular. O tampdo TEA ( Tris- Acetato 0,04M; EDTA 0,01M pH 8,3 ) foi
utilizado na preparagdo da agarose e na eletroforese realizada em cuba horizontal

( Bio Rad DNA sub cell ) por 18hs a temperatura ambiente.

Ap6s a corrida eletroforética o DNA contido no gel foi corado em solugdo de
brometo de ctidio ( 0,5mg/ml ) ¢ vizualizado cm luz ultraviolcta. O DNA foi entdo
tratado em solugdo de HCl 0,1M ( 4cido cloridrico ) por 10 minutos para a purificagio
dos fragmentos grandes; lavado duas vezes por 30 minutos em solugdo de NaOH 0,5M
e NaCl 1,5M para desnaturagdo da hélice dupla de DNA e duas vezes de 45 minutos
em solugdo de NaCl 3M e Tris/HCI 0,5M pH7,5 para a neutralizagdo. As lavagens

foram realizadas a temperatura ambiente sob agitagdo constante.

Apds a neutralizagdo, o DNA contido no gel foi transferido para membrana de
nylon (Hybond N+- Amershan ) usando solugdo de SSC 20X ( NaCl 3M; Citrato de
sodio  ( C6H5Na307 ) 0,3M ) como liquido de transferéncia ( Southern et al,1975;
Maniattis, 1989 ). O aparato de transferéncia foi mantido a temperatura ambiente por
aproximadamente 24hs. A membrana foi entdo cuidadosamente identificada e lavada
por 2 minutos em solugdo de SSC 2X, com a finalidade de retirar o excesso de sal. O

DNA foi fixado & membrana por 2hs a 81°C.

B. PRE-HIBRIDIZACAO E HIBRIDIZACAO DAS MEMBRANAS

A membrana obtida no item A foi colocada em recipiente plastico contendo

10ml de solugdo de pré-hibridizagdo (Quadro 1) e incubada a 42°C por 2hs sob
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agitagdo constante. Esta solucdo foi substituida por 10ml de solugdo de hibridizagao
(Quadro 1 ) contendo sonda especifica para o gene em estudo. A hibridizagdo foi

realizada por periodo minimo de 12hs na mesma temperatura da pré-hibridizagéo.

Apés a hibridizagdo, as membranas foram lavadas & temperatura ambiente por
duas vezes em solugdio SSC 2X, SDS 0,1% e uma vez em solugdo SSC 1X, SDS 0,1%
por 30 minutos. Foram realizadas lavagens opcionais a 55°C em solugdes SSC 0,5%,
SDS 0,1% e SSC 0,1% , SDS 0,1% observando-se a presenga de radioatividade
inespecifica, pelo monitoramento com contador Geiger ( Ludlum Measurements Inc.

Model 3, Survey Meter).

As membranas foram secas , envoltas em filme de PVC e colocadas em cassetes
contendo filme KODAK X-OMAT, com intensificador. O filme foi revelado apds
exposi¢do de 12hs a -70°C utilizando-se processador KODAK X-OMAT M?20.

A posigdo das bandas obtidas nas auto-radiografias foi determinada levando-se
em conta que a mobilidade do DNA ¢ proporcional ao logaritimo do scu peso
molecular expresso em Kb. O tamanho dos fragmentos foi determinado por grafico
contendo a distancia das bandas a partir do ponto de aplicagdo versus a curva padrdo do

marcador de peso molecular, medidas em centimetros.
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" Reagentes Pré-hibridizagio Hibridizacgio

Quantidade Concentragio  Quantidade Concentragio

Utilizada Final Utilizada Final
Formamida 50 ml 50% 50 ml 50%
(CH3NO)
SSC 20x 25 ml 5x 25 ml 5x
(NaCl 3M ;CHsM 307 0,3M)
Tris/HC1 2M pH 7,5 1 ml 0,02 M 1 ml 0,02 M
Denhardt's 100x 10 ml 10 x 2 ml 2x
(Ficoll 400 2,0% ; Polivinil pirrolidine
2,0% ; Soro albumina bovina 2,0%
(Fragio V))
SDS 10 ml 1% 10 ml 1%
(dodccil sulfato de s6dio)
Dextran-Sulfato 50% "1 - - 10 ml 5%
H,0 4 ml 4% 20 ml 2%
Volume Total 100 ml - 100 ml -
SS DNA (10mg/ml) *2 100 pl 100 pg/ml 100 pl 100 pg/ml

(DNA de Esperma de Salmio)

Nota;
*1 - Aquecer a solugdo de Dextran Sulfato a 42°C antes de adicionar a solugdo de hibridizagdo.

*2 - Adicionar 0 SS DNA a solugdo dc pré ¢ hibridizagdo apés desnaturagdo durante 5' em banho-maria

fervente.
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C. OBTENCAO DAS SONDAS

A tabela 3 descreve as sondas utilizadas no mapeamento dos genes do grupo 3

da globina, para a detecgdo das deficiéncias génicas.

As sondas foram obtidas em experimentos de transformagdo bacteriana
( Maniatis et al,1989 ) utilizando-se células competentes Escherichia coli DH5«
( GIBCO BRL life technologies INC ). Apos cada transformagdo foram realizadas
preparagdes de DNA plasmidial em pequena ( Magic minipreps DNA purification
system PROMEGA Kit) e grande escala ( plasmid maxi preparations- QIAGEN Kit )
seguidas de digestdo com enzimas de restrigdo especificas para cada sonda, com a
finalidade de comprovar efetividade da transformagdo e obtengdo das sondas. Os
fragmentos de DNA foram purificados por gene clean purification Kit ( BIO 101) apos

corrida eletroforética em gel de agarose 0,8% em tampdo TAE.
D. MARCACAO DAS SONDAS

As sondas foram marcadas com o fosforo 32 por Nick translation ( GIBCO-

BRL ) ou Random primed ( USB).

A técnica de Nick translation utiliza a enzima DNA Polimerase 1 , que tem a
capacidade de adicionar residuos de nucleotideos a hidroxila terminal situada na
posigdo 3’ criada a partir da fragmentagdo da hélice dupla de DNA. Além disso, a
enzima possui a atividade exonucleasica 5’3’ podendo remover nucleotideos do lado
5’ do DNA fragmentado. Desta forma, a enzima possui a capacidade de eliminar
nucleotideos provenientes da posi¢do 5’ e adicionar nucleotideos a posi¢do 3', o que

resulta em um movimento continuo de sintese do DNA. Com a substituigdo dos
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Tabela 3. Sondas utilizados no mapeamento génico do grupo de genes f3

SONDAS LOCALIZACAO TAMANHO DO FRAGMENTO REFERENCIAS
(Kb)
P1.45'%€ S'c 1,4 7Zeng et al, 1985
p46 YCpm YAVSI) 0,457 Kutlar et al, 1983
pyS1.6Px yp 1,6 Kutlar et al,1983
RIH 4Kb 5'5 0,45 Saglio et al, 1986
po31.8 EX) 0,5 Camaschella et a,1990
Pstl-2.3Kbd s1vsu 1,0 Zeng et al, 1985
pBam-1,8Kbp 5B 1.8 Zeng et al ,1985
pPIVSI pIVSII 0,950 Zenh et al, 1985
kRt ~30Kb3'p 0,680 Hentorn et al, 1986
PRK29 ~18Kb3'$ 1,2 Camaschella et al,1990
pHPFH-3D ~95Kb3'p 0,8 Tuan et al, 1983
pHPFH 7.6 ~4,2Kb apos 0,8 Feingold & Forget, 1989
o probe 3D
p21.3 3' PHHF-1 1,0 Feingold & Forget,1989

Obs: As sondas utilizadas no presente trabalho foram gentilmente cedidas pelos Dr. O. Smith (Wiscosin

University), T. A. Stoming ¢ T.H.J. Huisman ( The Medical College of Georgia ) ¢ B. Forget (Yale

University).
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residuos ja existentes por nucleotideos radioativos é possivel preparar DNA altamente
marcado com o a fosforo 32 dCTP ( 50 pCi, 3.000 Ci/mMol ) ( Mamiatis ef al, 1989 ).
A reagdo foi executada utilizando-se cerca de 500ng de DNA plasmidial, 10ul da
solugdo A2 ( mistura de desoxinucleotideos trifosfato dATP, dGTP, e  dTTP ), 10
de o fosforo 32, 69ul de agua destilada e 10l da solugdo C ( DNA polimerase 1 ),
formando um total de 100ul. A reag¢do foi incubada por 1,5hs a temperatura de 15°C.
Apos esse periodo a reagdo foi interrompida pela adigdo de 100ul de tampio STE

( Tris/HC! 10mM, EDTA ImM pH 8,0 e NaCl 0,1M ).

A técnica de Random primed foi utilizada para a marcagdo dos fragmentos
obtidos a partir do DNA plasmidial. Nesta técnica o DNA ¢ desnaturado e misturado a
primers (iniciadores) ao acaso ( Random ) com molaridade alta. A reagdo utiliza a
enzima Klenow, um fragmento da DNA polimerase I, que perde a atividade
exonucleasica 5'—>3’. Devido a auséncia desta atividade, os nucleotideos
radioativos incorporados durante a marcagdo ndo sdo liberados como monofosfatos
( Maniatis et al,1989 ). A reagdo foi realizada utilizando-se 100ng da sonda em
quantidade de agua destilada suficiente para formar um volume de 9ul. O DNA foi
entdo desnaturado a 100°C por 10 minutos e imediatamente colocado no gelo. Apoés
esse periodo, foi adicionado ao DNA, 3ul da mistura de nucleotideos (dATP, dGTP,
dTTP), 2ul da mistura contendo os primers, Sul de o fosforo 32 dCTP, 1ul da enzima
Klenow ( 5U/ul ) e agua destilada para um volume total de 20pl. A reagdo foi incubada

durante 1,5hs a 37° e interrompida pela adigdo de 130ul do tampao STE.

Apés a marcagdo, as sondas obtidas nas duas reagdes foram purificadas em
coluna de Sephadex G-50, equilibradas com tampao STE. A incorporagdo dos
nucleotideos marcados foi estimada por leitura da radioatividade em detector de
emissdo beta (Beckmam modelo LS5801 and LS5000 TD/TA). As marcagdes adequadas
para hibridizagio situavam-se entre 1X 10 7a 1X10 8 cpm/ug de DNA.
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3.3.3. METODOLOGIA UTILIZADA PARA A IDENTIFICACAO DAS
MUTACOES DE PONTO

A) AMPLIFICACAO GENICA

As amostras de DNA estudadas foram amplificadas pela Reagdo em Cadeia da

Polimerase (PCR ) ( Erlich, 1989; Mullis e Falona, 1987; Saki et al, 1985 ¢ 1988 ).

Foram utilizadas amplificagdes simétrica e assimétrica do DNA (Figura 7). A
amplificagdo simétrica foi realizada com concentragdes iguais dos primers
( 100pmol de cada ), com obtengdo do DNA em hélice dupla. Na amplificagio
assimetrica foram utilizadas concentragdes desiguais dos primers ( 1pmol e 100pmols )
o que da origem a amplificagdo de fragmentos predominantemente de hélice simples
que sdo utilizados para o sequenciamento ( Tabela 4 ) ( Figura 8) (Stoming et al,

1989 ).

Cerca de 1pg de DNA gendémico foi amplificado em 100ul de tampao contendo
200mM de MOPS ( 3-[ N-Morpholino | propanesulfonic acid ), 50 mM de cloreto de
potassio ( KCl ), 3mM de cloreto de magnésio ( MgCL2 ), 200uM de cada
deoxinucleotideo trifosfato ( dATP, dCTP, dGTP, dTTP- Pharmacia ), primers em
concentragdes que variavam de acordo com o tipo de amplificagdo a ser realizada
(simétrica ou assimétrica) ¢ 2,5 unidades (0,5ul) de Taq DNA polimerase
(PROMEGA). Ao volume final foram adicionados 50pul de o6leo mineral. As
condigdes da reagdo consistiram de desnaturagdo inicial a 99°C por 2 minutos ¢ a 95°C
por 10 minutos, seguido de 38 ciclos que compreendiam desnaturagdo a 95°C, por 60

segundos, pareamento a 58°C, por 60 segundos, e extensdo a 72°C, por 60 segundos.

Os dois ultimos ciclos tiveram o periodo de extensdo prolongado por 7 minutos. Os
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Tabela 4. Primers utilizados na amplifica¢io e sequenciamento dos genes vy ef

Amplificagio
GCCAAGGAGAGGTACGGCTGTCAT (1) -139 a -116 , B-direto
ATGGTTAAGTTCATGTCATAGGAAGGG (2) IVS2 45 4 75, P-reverso
TGAAACTGTGGTCTTTATGAAAATTG (3) -622 4 -596, yA-direto
GCACTGAAACTGTTGCTTTATAGGAT (4) -621 4 -590, yG-direto
GGCGTCTGGACTAGGAGCTTATTG (5) +32 2 455, yA e yC- reverso

Sequenciamento

Gene
GGAGCCACACCCTAGGGTTGG (6) -97 a-77
GCAGGTTGGTATCAAGGT (7) Exon 1, Codon 29 a IVS1-14
GTGGTCTACCCTTGGACCC (8) Exon 1, Codon 34 a Codon 39
Gene y
AGAAATTAAGAGATAATGG (9) -579 a -561
GAAGTTCCTGGTATCCTC (10) -338 a - 320

TGAAAACGGTCCCTGGCTAA (11) -166 a -148
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Tabela 5. Primers utilizados na determinagio do ponto de quebra das deficiéncias

génicas e Dot-Blot

Sequéncias(5'—>3')

Localizacio

Ponto de quebra PHHF-1
ACAGTGTGCAGTGATTATT (12)
CTAGAGAGAAGGAACTGCTA (13)
Ponto de quebra PHHF-2
ATATATGAAATGCTACTGATTTTG(14)
GAACAGAAGTTGAGAGATAGAG (15)
Dot-Blot yA- 195 (C—G)
GTTTTCACTACACTATTGA(Normal) (16)

GTTTTCACTGCACTATTGA (Mutante) (17)

Regiio RIH

posi¢do 72 a 90 da regido 3D

vp

Familia L1- 3’ apés o gene

posigdo -597 a -579 yA

posigdo -597 a 579 yA
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produtos da reagdo foram separados em gel de agarose 1% em tampdo TAE, corado

com brometo de etidio e visualizado sob iluminagdo ultravioleta.

B. DOT-BLOT
B.1. IMOBILIZACAO DO DNA AOS FILTROS DE NYLON

40ul do DNA proveniente da amplificagdo simétrica foram desnaturados pela
adigdo de 40ul de NaOH 4M/ EDTA 0,25 mM e 320ul agua deionizada estéril. Apos
incubagdo de 1h a temperatura ambiente, a mistura foi aplicada em volumes iguais a
duas membranas de nylon, utilizando-se sistema para Dot-Blot ( Bio-Rad ) e fixado por

aquecimento em estufa a 81°C por 2hs ( Yang et al, 1988 ).

B.2. MARCACAO DAS SONDAS

O final 5’ das sondas foi marcado com y dATP fésforo 32 ( Inc Biomedicals-
Radiochemicals Division ), utilizando-se a Ty polinucleotideo quinase. A 50pmol da
sonda foram adicionados 5ul do tampdo da enzima 10X concentrado ( Tris-HCI pH
7,0- 0,5M, MgCly 100mM, B-mercaptoetanol 100mM ), 1ul do y dATP fosforo 32
( 7.000 Ci/mMols- numa concentragao de 160 mCi/ml ), 2ul da enzima 74
polinucleotideo quinase (3 unidades/pl) ¢ o volume foi completado com agua até
50ul. Apods incubagdo a 37°C por 1h, a sonda foi purificada em coluna G-50
( Pharmacia ) e a percentagem de incorporagdo foi estimada pela medida da

radioatividade.



54

B.3. PRE-HIBRIDIZACAO, HIBRIDIZACAO E LAVAGEM DOS
FILTROS

A pré-hibridizagdo e hibridizagdo foram realizadas em 10ml de tampdo de
hibridizagdo. Apds incubacio de 30 minutos a temperatura de 58°C, a sonda marcada
contendo aproximadamente 3 a 10X107 cpm foi adicionada ao tampdo de pré-
hibridizagdoe. As sondas normal e mutante foram adicionadas sempre com a mesma
radioatividade em cada um dos respectivos recipientes. A hibridizagio foi realizada por
2hs em temperatura calculada de acordo com a formula geral Tm= 4 (G+C)+2(A+T),

utilizando-se Tm de -3 do valor obtido.

Em seguida a hibridizagdo, os filtros foram lavados por 30 minutos a
temperatura ambiente em solugdo contendo 2XSSPE, 0,1%SDS e por 30 minutos a
temperatura de 55°C, em solugdo de cloreto de tetrametilamonio ( MeygNCI 3M,
Tris/HCI 80mM pHS8,0, EDTA 2mM e SDS 0,1% ) (Yang et al, 1988). Apds as
lavagens, os filtros foram envoltos em filme de PVC e expostos em filme Kodak X-
Omat a temperatura ambiente, sem intensificador, ou a temperatura de -70°C, com

intensificador, e revelado em processador Kodak X-Omat M20.

®5X SSPE [ NaCl 3M, Nall,PO4. H)O 0,2M ¢ EDTA 0,02M ], Denhardt’'s 5X (5g de Ficol-400, 5g de

polivinilpirroline, 5g de soro albumina bovina ¢ agua deionizada para 500ml ), SDS 0,5%
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C.SEQUENCIAMENTO DOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS

O sequenciamento dos produtos obtidos na amplificagdo assimétrica do DNA
foi realizado utilizando-se a enzima Sequenase version 2.0 ( USB Kit ) que € uma

variante da bacteriofago T7 DNA polimerase.

C.1 PURIFICACAO DO DNA

O 6leo remanescente do tampao de amplificagdo foi retirado em parafilme. Apos
esta etapa, o DNA foi purificado por precipitagdo com isopropanol . O precipitado foi

lavado em etanol 85% e diluido proporcionalmente em agua deionizada estéril.

C.2 REACAO DE SEQUENCIAMENTO

A reagdo compreende basicamente de trés etapas: primeiro o pareamento do
primer ao DNA purificado no item C.1; a seguir, a sintese da hélice complementar que
utiliza concentragdes limites de deoxinucleosideos trifosfatos, incluindo a marcagdo
radioativa com o o enxofre 32-dATP ( deoxiadenosina 5’ [ a-tio ] trifosfato ) com
atividade especifica de 1325 Ci/mMol, a enzima sequenase, e por ultimo a adigdo dos
dideoxinucleotideos trifosfatos que provocam a terminagdo das cadeias que estdo sendo

sintetizadas.

A cerca de 50pmol do primer foram adicionados 2ul do tampdo 5X concentrado
( Tris/HCl pH7,5 200mM, MgCly 100mM, NaCl 50mM ), e 7ul do DNA purificado.

A reagdo foi incubada por 3 minutos a 67°C e imediatamente colocada em gelo.
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A mistura primer-DNA foram adicionados 2l de Ditiotreitol (DTT) 0,1M, 2pl
a mistura de deoxinucleosideos trifosfatos diluidos a 1:8 ( dGTP 7,5uM, dCTP 7,5uM,
dTTP 7,5uM ), 0,5ul de o enxofre 35 -dATP e 2pl da enzima sequenase diluida a 1:8
(2 unidades). A reagdo foi incubada por 3 minutos a temperatura ambiente. Apos
incubagdo, cerca de 3,5ul da mistura foram distribuidos em 4 tubos contendo 2,5ul de
cada 2'3'- dideoxinucleotideos 5'-trifosfatos ( ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP ) e
aquecidos a 37°C. Os dideoxinucleotideos realizam a interrupgdo das hélices que estéo
sendo sintetizadas durante a reagdo de marcagdo. As reagdes foram interrompidas apos
incubagio a 37°C (3 minutos) pela adigdo de 4l de solugdo contendo formamida 95%,
EDTA 20mM, azul de bromofenol 0,05% e xilenocianol FF 0,05%, e submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida 8% em tampdo Tris-EDTA-Borato ( Tris-0,89M,
acido bérico-0,89M e EDTA- 20mM ), uréia 8M, em placas de 33X38 e 33X40cm,
utilizando espagos laterais e pente de 0,4mm. A eletroforese foi realizada em aparelho
de sequenciamento Bethesda Research Laboratories life Technologies INC, model S2,

a 1.600Volts por aproximadamente 4hs.

O tampdo utilizado na eletroforese foi 0 mesmo usado na preparagéo do gel. As
amostras foram desnaturadas a 100°C antes de serem aplicadas ao gel. Apbds
eletroforese, o gel foi fixado em solugdo de acido acético:etanol (10:12%) € a auto-
adiografia foi obtida apos exposigdo do gel seco em filme de raio-X, sem intensificador

por 16hs a temperatura ambiente.



RESULTADOS
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Trés membros desta familia ( pai [ caso indice ] e dois filhos exibiram
quantidades elevadas de HbF ( 13.5 a 20,3% ) contendo uma distribuigdo pancelular
nas hemaicias, na auséncia de sintomatologia clinica. Os dados hematologicos da

familia estdo descritos na tabela 6.

O gel de poliacrilamida-triton-uréia realizado para analise das cadeias y da HbF
revelou a predomindncia das cadeias YO, que foi posteriormente confirmado pela
realizagdo da HPLC. A quantificagdo das cadeias de globina revelou 91,4% de cadeias

vG e 8,6% de cadeiasyA ( Figuras 9 e 10).

O rastreamento inicial para detecgdo de delegdes génicas foi levado a efeito
pelo método de Southern Blot com o emprego das sondas y e yp, que ndo detectaram

anormalidades.

Deste modo foi realizado o sequenciamento da regido promotora do gene vG no
caso indice e no fiilho 3. Foram utilizados para amplificagdo assimétrica os primers
nameros 4 ¢ 5. Para a reagdo de sequenciamento foram empregados os primers namero
9,10 e 11. Como pode ser observado na figura 11, existe uma substituigio C—G na
posi¢do -202 ( duas bandas na mesma posigdo horizontal, uma na coluna
correspondente a C ¢ outra na de G ), indicando que o individuo é heterozigoto para

essa mutagao.

Esta mutagdo remove o sitio de reconhecimento da enzima Apal (5’
...GGGCC/C...3") normalmente localizado nesta regido. Assim, DNA normal
amplificado com os primers 4 ¢ 5, pode ser clivado pela enzima de restricdo Apal
produzindo dois fragmentos, de 408 e 242 pares de bases (pb). Entretanto, DNA de
portadores da mutagdo C—G na posigdo -202, amplificado com os mesmos primers,
originam trés fragmentos apos a digestdo: os dois fragmentos normais ( 408 e 242pb ) e

o fragmento intacto de 650pb ( figuras 12 e 13).
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No paciente estudado foi observado padrido de heterozigoto para a mutagdo C—
G, na posigdo -202 da regido promotora do gene YO ( 650,408 e 242pb ). Desse modo,
a analise de DNA por sequenciamento direto e pela digestdo do fragmento amplificado
com a enzima Apal comprovam que o paciente analisado era portador em heterozigoze

da yO-PHHF-mp (C—>G, -202).



Tabela 6. Dados hematoldgicos da familia 1.

Idade GV Hb H VCM HCM HbA2Z  HbF

anos X101  g/di % fl pg % %

Propésito 36 48 14,6 439 897 298 2,0 21
Filho-1 3 473 121 37,7 797 257 25 13,5
Filho-2 6 431 11,8 351 814 27,5 2,6 1,0
Filho-3 9 481 138 414 82 287 1,5 13,5
Filho-4 17 48 132 406 84,7 27,6 3,0 0,3
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Figura 9. Padrio de bandas observado por cletroforese das cadeias de globina em gel de Poliacrilamida-
Triton-Uréia. Linha 1: representa o padrio eletroforético das cadeias y observado em
adultos normais ( relagdo cntre as cadcias 'yG: 'yA dec aproximadamente 4:6 ); Linha 2:
representa o padrio cletroforético das cadeias y observado no caso indice ( quantidade maior
das cadeias 70 ); Linha 3: representa o padrio eletroforético das cadeias y observado em

recém-nascido ( relagdo entre as cadcias y Ge }'A de aproximadamente 7:3 ).
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Figura 10. Representagio esquematica da cromatografia liquida de alta pressdo realizada no paciente

portador da YG—HPFH (C—G, -202). Notar a presenga de 91,4% da cadeia TG.
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11.Auto-radiografia do gel dc scquenciamento do pacientc portador da yG-PHHF-mp.
Amplificagio com os primers 4 ¢ 5 ¢ sequenciamento com o primer 10. A ocorréncia de
C—G na posigdo -202 da regido promotora do gene TG esta indicada na seta. Este dado

indica a presenga de dois nucleotideos na mesma posigdo.
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Figura 12 Representagdo esquematica do gene yG ¢ sua regido promotora, demonstrando a posigdo dos
primers, bem como os tamanhos dos fragmentos amplificados antes e apos a digestdo

enzimatica no estudo realizado com a enzima Apal.
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Figura 13. A. Padrio de bandas detectadas por elctroforese em agarose 0,8% de fragmentos gendmicos
amplificados simetricamente ¢ digeridos pela enzima de restrigao Apal ( 1.marcador
$X174; 2. controle normal ndo digerido; 3. controle normal digerido; 4. caso indice (YG-
PHHF por mutagio de ponto).B. Padrio das bandas descritas em A apos hibridizagdo

com sonda especifica para o gene .
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O caso indice apresentou dosagem de HbF de 6,8% sem outras anormalidades
hematoldgicas. Foram estudados mais trés membros da familia que exibiram niveis
semelhantes de HbF. A coloragdo das hemacias pela técnica de Kleihauer demonstrou
uma distribui¢do heterogénea da HbF e o estudo das cadeias y realizado pelo gel de
Poliacrilamida-Triton-uréia revelou a predominancia das cadeias yA ( Figura 14 ). A
quantificagdo das cadeias y por HPLC mostrou 73,2% de YA e 26,8% de v0. A sintese
de globina para as cadeias o/ ndo afoi balanceada e o caso indice apresentou uma
relagio de 1,01. O exame clinico dos individuos estudados ndo apresentou qualquer

alteragio. Os dados hematoldgicos da familia estdo descritos na Tabela 7.

O rastreamento inicial para a detecgdo de delegdes génicas foi levado a efeito
pelo método de Southern Blot com o emprego das sondas y € yfB, que ndo detectaram
anormalidades. Deste modo foi realizado o sequenciamento da regido promotora do
gene yA. Foram utilizados para a amplificagdo assimétrica os primers 3 e 5. Para o
sequenciamento, os primers 9, 10 e 11. Como pode ser observado na figura 15, existe
uma substituigio C—G na posig¢do -195 da regido promotora do gene yA ( duas bandas
na mesma posigio horizontal, uma na coluna C ¢ outra na coluna G ), indicando que o
individuo é heterozigoto para essa mutagdo. Com o intuito de confirmar a mutagdo foi
realizada hibridizagdo com oligonucleotideos alelo especificos, pela técnica de dot-blo,
com a utilizagdo do DNA gendmico amplificado simetricamente com os primers 3 € 5
e hibridizados com as sondas especificas normal (primer 16) e mutante (primer 17)
para a referida mutagdo. Como pode ser observado na Figura 16 o caso indice, os trés
membros da familia e o controle positivo ( DNA  anteriormente
caracterizado )apresentaram reagdo positiva com a sonda normal e mutante, indicando

que sdo heterozigotos para a mutagdo. O controle negativo apresentou reagdo positiva

apenas com a sonda normal.
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Devido ao encontro concomitante de valores relativamente elevados da cadeia
vG foi realizado o sequenciamento da regido promotora deste gene. Foram utilizados
para a amplificagdo assimétrica os primers 4 € 5. Para a reagdo de sequenciamento, os
primers 9, 10 e 11. A finalidade deste estudo foi a analise da regido -158. A
substituigdo C—T nesta posigdo esta associada a um aumento na sintese destas cadeias
pela criagdo de um sitio de reconhecimento para a enzima de restrigdo Xmnl. Como
pode ser observado na Figura 17 existe um C na posigdo -158 indicando que esta regido

€ normal.

Desse modo, a analise de DNA por sequenciamento direto e por hibridizagéo
alelo especifica comprovam que o paciente analisado era portador em heterozigoze da

yA-PHHF-mp ( C—G, -195).



Tabela 7. Dados hematolégicos da familia 2.
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idade GV Hb Ht VCM HCM HbA2 HMF G YA

anos  X10121 gl % fl pe % %
Propésito 34 4,47 14,3 433 967 32,1 2,56 68 268 732
Mie 55 4,79 142 447 932 295 3,3 48 330 67,0
Filho-1 12 5,35 13,6 42,7 7198 254 227 68 298 70,2
Filho-2 7 4,62 13,2 40,7 881 286 2,5 11,7 30,7 69,3
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Figura 14. Padrio dc bandas obscrvado por cletroforese das cadcias de globina em gel de

Poliacrilamida-Triton-Uréia. Linha 1: recém-nascido; Linha 2: caso indice (predominio de

cadeias YA ); Linha 3: adulto normal.-
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Figura 15. Auto-radiografia do gel de sequenciamento do pacientc portador da yA-PHHF-mp.
Amplificagio com os primers 3 ¢ 5 ¢ scqucncimncuto'com o primer 10. A ocorréncia de
C—G na posigio -195 da regido promotora do genc yA esta indicada na scta. Este dado

indica a presenga de nucleotidcos na mesma posigdo.
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Figura 16. Hibridizagdo alelo-especifica DNA gendmico do controle normal , controle positivo, caso
indice e de trés membros da familia foram amplificados simetricamente, utilizando os
primers 3 e 5, fixados em filtros de nylon por Dot-Blot ¢ hibridizados com sondas de
sequéncias correspondentes aos alelos normal ( primer 14) e mutante (primer 15) para a
mutagio -195 (C—G) na regido promotora do gene yG. Os individuos Al (caso indice), A2
(mie), A3 (filho 1), A4 (filho2) ¢ Bl (controle positivo), apresentaram marcagio positiva,
com intensidade semelhante, com as duas sondas, sendo portanto, heterozigotos para a
mutagdo. O individuo B2 (controle normal), apresentou marcagdo positiva somente com a

sonda normal, indicando auséncia da referida mutagao.



74

I

i
P>2OOO-EOOO0-HOO0H

Figura 17. Auto-radiografia do gel de sequenciamento da regido promotora do genc yG do paciente portador
da yA—PHHF-mp. Amplificagio com os primers 4 ¢ 5 ¢ scquenciamento com o primer 10. A ocorréncia

de apenas um C na posigdo -158 esta indicado na scta. Estc dado indica que esta regido ¢ normal.
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O caso indice € mais quatro individuos desta familia apresentaram valores
elevados de HbF (13,8-18,3%) contendo os dois tipos de cadeia y.As proporgdes de
ambas as cadeias eram iguais, sem outras anormalidades hematoldgicas (Fgura 18). Os

dados hematoldgicos da familia estdo descritos na tabela 8.

O mapeamento génico com a sonda y e digestdo com a enzima de restrigdo BglIl
mostrou fragmentos de tamanho igual ao controle (Figura 19). Estes dados indicam que
a regido até a posigdo 5’ do gene P estava conservada. A hibridizagdo com a sonda y
B ¢ a enzima de restrigdo Eco RI mostrou fragmentos normais, indicando auséncia de
delegdo até a regido média entre os genes yP e 8. Por outro lado a hibridizagdo com a
mesma sonda e a enzima Bam HI mostrou a presenga de um fragmento anormal de
12,5Kb ao lado do fragmento normal de 15,5Kb ( Figura 20 ). Este fato demonstra a
perda do sitio da enzima localizada no gene & em um alelo, isto ¢, ha provavelmente

uma delecio com ponto de quebra na posicdo 5’ entre os genes 3 ed.
%

O rastreamento inicial para a localizar a posi¢do 3’ da dele¢do com a sonda 3D
revelou um fragmento anormal de 2,2Kb ao lado do fragmento anormal de 11Kb,
indicando o provavel ponto de quebra a uma distancia de aproximadamente 95Kb 3’ do
gene B. Estes resultados sdo altamente sugestivos de deficiéncia génica da PHHF do

tipo 1 (Figura 21 e Tabela 9 ).

Com o intuito de confirmar esta delegdo foi realizada amplificagdo do DNA com
primers que flanqueiam a possivel regido de quebra, conforme descrito por Martinez et
al, 1990 (Figura 22). As sequéncias desses primers estdo descritas na tabela 5
Desse modo foi obtido um fragmento de 520pb, de acordo com os resultados
previamente descritos em portadores de PHHF por deficiéncia génica do tipo 1(Figura
23). O sequenciamento do ponto de quebra da deficiéncia génica foi realizado apos

amplificagdo assimétrica com os primers acima citados e sequenciado com o primer
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localizado na posigdo 3D. A sequéncia de nucleotideos e a insergdo de 5 nucleotideos
AAATA confirmou o ponto de quebra e caracterizou a delegdo como uma PHHF do

tipo 1 (Figura 24 e 25).



Tabela 8. Dados hematolégicos da familia 3.
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Idade GV Hb Ht VCM HCM HbA2  HbF

anos  X10121 g/l % fl pg % %
Proposito 50 5,76 154 483 843 26,7 1,99 13,9
esposa 50 5,28 155 47,4 89,8 29,3 3,3 0,91
Filho-1 28 6,25 16,7 52,6 84,1 26,1 2,45 18,3
Filho-2 24 5,44 14,1 456 83,8 25,9 2,19 13,8
Filho-3 11 5,01 12,7 40,4 80,6 25,4 2,63 0,61
Filho-4 10 4,86 124 39 80,2 25,5 2,64 18,3
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Figura 18. Padrdo dec bandas das cadeias y observado por cletroforese em Poliacrilamida-Triton-Uréia
no portador em heterozigose da PHHF por deficiéneia génica do tipo 1.Linha 1: adulto

normal; Linha 2: caso indice ( quantidades equivalentes de ambas as cadeias ); Linha 3:

recém-nascido.
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Tabela 9. Fragmentos de DNA observados no
mapeamento génico da amostra de DNA do caso 3.

Tamanho dos fragmentos (Kb)
Probe Enzima DNA controle DNA do
paciente
Y Bgl 11 13 13
v EcoRI 7,2 7,2
Bam HI 15,5 12,5; 15,5

3D EcoRI 11 2,2; 11




Bg

Figura 19. Auto-radiografia do Southern Blot realizado em DNA controle normal e caso indice de
numero 3 com as sondas y ¢ a enzima BgllI (Bg). Nao houve formagdo de fragmento

anormal, indicando que esta regido ndo foi atingida pela deficiéncia.

81
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Figura 20. Auto-radiografia do Southern Blot realizado em DNA controle normal ¢ do caso indice de
nimero 3 com a sonda P ¢ as enzimas de restrigio BamHI (Ba) ¢ EcoRI (E). Notar a

presena de banda com padrio diferente do normal com a enzima Ba (12,5kb)
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Figura 21. Auto-radiografia do Southern Blot realizado em DNA controle normal ¢ caso indice de
nimero 3 com a sonda 3D ¢ a cnzima de restrigio E. Notar a prescnga de banda com

padréo diferente do normal (2.2kb).
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Figura 22.Representagio esquematica da localizagdo dos primers 12 ¢ 13, utilizados na confirmagdo da

delegio génica encontrado no caso indice do portador de PHHF do tipo 1.
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Figura 23. Padrio de bandas obscrvado por cletroforese em agarose 0,8% de fragmentos de DNA

gendmico amplificados simetricamente com os primers localizados nas regides RIH e 3D

para a demonstragdo da delegdo na PHHF-dg do tipo 1. Linha 1. Marcador @X174 Haelll.

Linha 2. Fragmento amplificado do DNA do caso indice ( 520 pb ). Linha 3. fragmento

amplificado do DNA controle positivo.
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Figura 24. Sequenciamento do fragmento de DNA do portador de PHHF-dg do tipo 1, amplificado com
os primers localizados nas regides 12 ¢ 13 ¢ sequenciamento com o primer 13. A insergéo

de 5 nucleotideos AAATA encontrada no ponto de quebra para este tipo de condigdo

encontra-se representada.
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Figura 25. Representagido esquematica das bandas normais detectadas no mapecamento génico do grupo

de genes B para as enzimas de restrigdo EcoRI, Bglll ¢ BamHI no caso indice de nimero 3.
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A eletroforese de hemoglobina do caso indice desta familia mostrou apenas
HbA2 e HbF (97%). A separagio de cadeias em gel de poliacrilamida-triton-uréia
demonstrou a presenga de cadeias y O e y A em proporgdes semelhantes a esperada na
vida adulta (Figura 26). A analise dos dados hematoldgicos e de eletroforese de
hemoglobina do caso indice e familiares (tabela 10) indica tratar-se de uma associagéo
entre talassemia § ¢ PHHF. O pai e o irmdo 1 sdo portadores classicos de heterozigoze
para tal-B, ao passo que a mie ¢ o irmdo 2 sido portadores em heterozigoze para a

PHHF.
1. Identificagdo da alteragdo molecular do alelo talassémico

Com o objetivo de identificar a mutagdo talassémica foi conduzido o
sequenciamento completo do gene B do caso indice. A unica anormalidade detectada
foi a substituigdo C—>G no intron 1 nucleotideo 5 (/VSI-5 ), como pode ser observado
na figura 27. limporta notar que essa mutagdo ndo ocorre em heterozigoze, o que indica

existir delegdo do outro alelo B.
2. Caracterizagdo da deficiéncia génica associada a PHHF.

O mapeamento do complexo dos genes 3 mostrou anormalidades detectaveis
com as sondas y (Figura 28), 3 (Figura 29) e 3D (Figura 30). As hibridizagoes com as
sondas 5’0 e RK29 apresentaram padrdo de bandas normais, embora com menor
intensidade que os controles, sugerindo que estes genes estdo presentes em proporgdo
menor do que o controle, devido a deficiéncia génica. Por outro lado a hibridiiaqﬁo
com a sonda g apresentou padrdo de bandas com intensidades semelhantes, sugerindo

que a deficiéncia ndo atinge essa regido. (Figura31).

Com a sonda y foram observados fragmentos anormais de 14 ¢ 12 Kb com

digestdo pelas enzimas BamHI e Xbal, enquanto que o padrdo foi normal com as
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enzimasPst] e Bglll (Bg). Com a sonda yp foram evidenciadas bandas anormais com
as enzimas Bgll, Pstl e BamHI. Esses dados indicam que o ponto de quebra da regido
5’ deve estar localizado na diregdo 3’ ap0s o sitio da enzima Pstl que esta localizado na

1VS2 do gene .

O ponto de quebra na regidio 3’ foi possivel de ser identificado pela hibridizagéo
com a sonda 3D e digestio com a enzima Pstl, onde foi observado uma banda anormal
de 14Kb juntamente com a banda normal de 13Kb. As digestdes com as enzimas

BamHI e Bglll apresentaram padrdes normais (tabela 11).

Com o intuito de confirmar esta delegdo, foi realizada amplificagdo do DNA
com primers que flanqueiam a possivel regido de quebra (Figura 32). As sequéncias
desses primers estdo descritas na tabela 5. Desse modo, foi obtido um fragmento menor
que 100 pb, de acordo coim a Figura 33. O ponto de quebra da deficiéncia génica foi
estabelecido apds amplificagdo e sequenciamento com os primers acima citados. A
sequéncia de nucleotideos encontrada , estava de acordo com a descrita por Henthorn e?
al (1990) (Figura 34), sendo compativel com a PHHF do tipo 2 ( Tuan et a/,1980 ),
uma delegdo de aproximadamente 100Kb compreendendo desde o segundo intron do

gene yP até aproximadamente 90Kb apds a posigdo 3 do gene B.

Desse modo, o paciente é portador da associagdo entre talassemia-f (C—G,

IVS1-5) e a PHHF por deficiéncia génica do tipo 2.(Figura 35).
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Tabela 10. Dados hematolégicos da familia 4.

GV Hb Ht VCM HCM HbA HbA?2 HDbF

x1012q4  gn % n pg % % %

proposito 3,65 9.4 32 87,7 25,7 - 3,0 97
pai 5,4 10,6 35 64,8 19,6 94,5 4,1 1,0
mie 4,2 12,1 37 88,1 28,8 77,9 2,1 20
irmio-1 5,6 12,4 35 63,7 20,4 94,5 4,5 1,0

irmio-2 4,5 13,5 39 86,7 30 75,6 2,0 22,4
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Figura 26. Padrio de bandas observado na eletroforese de Poliacrilamida-Triton-Uréia. Linha 1:
Recém-nascido.; Linha 2: caso indice ( Notar a presenga de um padrdo préximo ao do

adulto normal ). Linha 3; Adulto normal.
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Figura 27. Auto-radiografia do gel de sequenciamento do paciente portador da Tal-B/PHHF por
deficiéncia génica do tipo 2. Amplificagdo com primers 1 € 2 ¢ sequenciamento com 0
primer 7. A ocorréncia de C—G na posigdo 5 da IVSI do gene P esta indicado na seta.
Notar que ocorre somente a presenga do G nesta posigdo sugerindo que existe delegdo do

gene B no outro cromossomo.



Tabela 11. Fragmentos de DNA observados no mapeamento génico da amostra de

DNA do caso 4.

Tamanho dos fragmentos
(Kb)
Probes Enzimas DNA do DNA do paciente
controle
Y BamHI 15,5; 5,1 15,5; 14; 5,1
Pstl 5,1; 4,0; 0,9 5,1; 3,9; 0,9
Xbal 7,5; 5,1; 3,7 12; 7,5; 5,1; 3,7
Bgl 11 13 13
v BamHI 15,5 15,5; 14
Pstl 38 3,8; 15,5
Bglll 4,0 4,0; 0,9
€ BamHI 13 13
Pstl 4;0,8 4;0,8
Bglll 10,5 10,5
58 BamHI 15,5 15,5
PstI 4,8 4,8
Belll 7,7 1,7
RK29 BamHI 16;18 16
Pstl 9 9
Bglll 2,5 2,5
3D Pstl 13

13; 14
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Figura 28. Auto-radiografia do Southern Blot rcalizado em DNA normal (C) e do caos indice de

nimero 4 (P) , digeridos com as enzimas de restrigio Ba, P, Bg, X ¢ hibridizados com a

sonda y. Notar a presenga de bandas com padrio diferente do normal com as enzimas Ba

(14Kb) e X (12Kb).
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Figura 29 Auto-radiografia do Southern Blot realizado em DNA normal (C) e do caso indice de
ntmero 4 (P), digerido com as enzimas de restrigao Ba,P e Bg ¢ hibridizados com a sonda

yB. Notar a presenga de bandas com padrio diferente do normal com as enzimas Bg

(0,9Kb), P (15,5 Kb), Ba (14Kb).
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Figura 30. Auto-radiografia do Southern Blot rcalizado cm DNA normal ¢ do caso indice de namero
4, digerido com as enzimas de restrigdo Ba, P ¢ Bg ¢ hibridizado com a sonda 3D. Notar

a presenca de banda com padrdo diferente do normal com a enzima Ba (14kb).
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Figura 31. Auto-radiografia do Southern Blot realizado em DNA normal (C) ¢ do caso indice de
numero 4 (P), digerido com as enzimas Ba, P ¢ Bg ¢ hibridizados com as sondas €, 5’8 ¢
RK29. Notar a presenga de bandas com padrio normal no C ¢ P na hibridizagdo com a
sonda € ¢ bandas com metade da intensidade no P, nas hibridizagdes com as sondas 56 e
RK29, demonstrando que a regido localizada nas proximidades do gene € ndo foi atingida
pela deficiéncia e que as regides localizadas nos genes 6 ¢ na regido RK29 ( 18 Kb apés a

posig¢io 3' do gene B ) foram deletadas.
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Figura 32.Representagio csquematica da localizagdo dos primers 14 ¢ 15, utilizados na confirmagio da

delegdo génica cncontrada no caso indice do portador de PHHF do tipo 2.
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Figura 33. Padrio de bandas observado por cletroforese em agarose 0,8% de fragmentos de DNA
gendmico amplificados com os primers 14 ¢ 15 para a demonstragio da delegdo na PHHF
do tipo 2. Linha 1. Marcador @X174 Haclll; linha 2. fragmento amplificado do DNA do

caso indice ( 80pb ) ¢ linha 3. DNA controle negativo, onde ndo ocorreu amplificagdo.
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Figura 34 Sequenciamento do fragmento de DNA do caso indice portador de PHHF por deficiéncia
génica do tipo2, amplificado com os primers 13 e 14 ¢ sequenciado com os referidos

primers. A sequéncia AGT representa o ponto de jungdo entre as posigdes 5° ¢ 3’ da

delegio.
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Figura35.Representagido csquematica das bandas detectadas no mapeamento do grupo de genes B para

as enzimas de restrigio BamHI, Bglll, Pstl ¢ Xbal no caso indice de namcro 4.
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A eletroforese de Hb do caso indice desta familia mostrou a presenga de 2,2%
de HbA2 e de 70% de HbF. A separagdo de cadeias em gel de poliacrilamida-triton-
uréia demonstrou uma proporgdo aproximadamente igual de ambas as cadeias y
( Figura 36 ) e a quantificagdo das cadeias de globina por HPLC revelou 51,9% de
cadeias YO e 48,1% de yA (Figura 37). A sintese de globinas para as cadeias a/ndo-a.
foi ndo balanceada e o caso indice apresentou uma relagdo de 0,37 ( Costa e al, 1988 )
. A analise dos dados hematologicos e de eletroforese de hemoglobina do paciente e
familiares (Tabela 12) indica tratar-se de uma associagdo entre talassemia B e
talassemia-5f3. O pai e os irmdos 1 e 2 apresentaram niveis elevados de HbF, com
valores nos limites inferiores da normalidade de HbA2, acompanhados de microcitose

e hipocromia, ao passo que a mie ¢ uma portadora classica de talassemia-f3.
1. Identificag@o da alteragdo molecular do alelo talassémico

Com o objetivo de identificar a mutagdo talassémica foi conduzido o
sequenciamento completo do gene B do caso indice. A tunica anormalidade detectada

foi a substituigdo G—A no intron 1 nucleotideo 110 ( /VS1-110 ). Como pode ser

observado na figura 38. Importa notar que essa mutagdo ndo ocorre em heterozigoze, o

que sugere fortemente que existe delegdo do gene B no outro cromossomo.
2. Caracterizagdo da deficiéncia génica associada talassemia 5.

O mapeamento do grupo dos genes B mostrou anormalidades com a sonda &
1VS2 (Tabela 13). As hibridizagdes com as sondas RK29 e 3D, apresentaram padrdo de
bandas normais, embora com menor intensidade que os controles normais em digestdes

com as enzimas de restrigdo Ba, Bg, P (Figura 39) e X (Figura 40).
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Com a sonda 8/VS2 foram observados fragmentos anormais com digestdo pelas
enzimas Ba (2,8), Bg (3,0), P (10), X (2,8). Esses dados indicam que o ponto de

quebra na posi¢do 5’ deve estar localizado no interior do gene d.

O ponto de quebra na regido 3’ ndo foi possivel de ser identificado, uma vez que
hibridizagdes com as sondas RK29 e 3D (Figura 41) detectaram a presenga de
fragmentos de tamanho normais, mas com menor intensidade quando comparados com

o DNA do controle normal.

Desse modo, esses dados sugerem ser o paciente portador da associagdo entre
talassemia B (G—A, IVS1-110) e tal- 83° que possue o seu ponto de quebra na posigdo
5’ nas proximidades do gene & e o ponto de quebra na posigdo 3’ situado apos a regido
3D. Esse tipo de deficiéncia génica mostra alguma semelhanga com a talassemia-of3 do
tipo espanhola, da qual se diferencia pelo ponto de quebra na posigdo 5', situado em

posigdo ligeiramente mais proxima da extremidade 5’ do gene 3 (Figura 42).



Tabela 12. Dados hematologicos da familia S
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idade GV Hb Ht VCM CHM  HbA2  HbF

anos X10121 g/dl % fl pe % %

propésito 32 4,36 10,3 32 73,4 25,6 2,2 70
pai 64 6,19 12,8 40 65 23 2,5 7,3
mic 59 6,98 13,2 41 61 21 4,9 0,6
irmio-1 31 6,7 14,3 44 66 22 2,1 9,8
irmio-2 25 5,32 10,4 31,6 60 22 1,7 72,5
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Figura 36. Padrdo de bandas observado na clctroforese de Poliacrilamida-Triton-Uréia. Linha I:recém-

nascido. ; Linha 2: caso indice (notar quantidades equivalentes em ambas cadeias y); Linha

3:adulto normal



108

vy G 51,9%

yA48 1%

e

Figura 37. Representagdo esquematica da cromatografia liquida de alta pressdo realizada no paciente

portador da talassemia 3 (/VS1-110, C—A) e talassemia-5p.
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Figura 38. Auto-radiografia do gel de scquenciamento do paciente portador da talassemia-f /talassemia-
8B. Amplificagdo com os primers 1 ¢ 2 ¢ sequenciamento com o primer 7. A ocorréncia de
G—A na posigdo 110 da IVS1 do gene B esta indicado na seta. Notar que ocorre somente

presenga de A nesta posigdo sugerindo que existe delegdo do gene B no outro cromossomo.
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Tabela 13. Fragmentos de DNA observado no mapeamento

génico da amostra de DNA do caso 5.

Tamanho do fragmento

(Kb)

Probe Enzima DNA Controle DNA do paciente
SIVSII BamH1 4,4 4,4; 2,8
Beglll 7,9 7,9; 3,0
Pstl 2,3 2,3; 10
Xbal 11 11; 2,8
RK29 EcoRI 0,7 0,7
BamHI 16¢ 18 16
Pstl 9 9
3D EcoRI 11 11
BamHI 1,5 1,5
Pstl 13 13
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Figura 39. Auto-radiografia do Southern blot realizado em DNA normal (C) ¢ do caso indice (P) de
nimero 5, digeridos com as enzimas Ba (2,8), Bg (3,0) ¢ P(11) ¢ hibridizados com a sonda
5. Note-se a presenga de bandas de tamanho diferente do encontrado no padrdo normal e

que cstdo enumeradas nos parenteses.



112

Figurad0. Auto-radiografia do Southern Blot realizado em DNA normal (C) ¢ do caso indice de
nimero 5, digerido com a enzima de restrigdo X (2,8) ¢ hibridizado com a sonda 81V52

. Notar a presenga de banda diferente do normal e que esta entre parenteses.
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Figura 41. Auto-radiografia do Southern blot realizado em DNA normal (C) e do paciente 5 (P),
digeridos com as enzimas Ba, E ¢ P ¢ hibridizados com as sondas RK29 ¢ 3D. Notar a
presenga de bandas com padrdo normal no C ¢ P, porém com metade da intensidade no P,

demonstrando que estas regides estdo deletadas.
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Figura 42. Representagdo esquematica das bandas detectadas no mapeamento do grupo de genes B para

as enzimas dc restrigio BamHI, EcoRl, Pstl, Xbal ¢ Hpal, nas regides 8, RK29 ¢ 3D.
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A compreensdo dos mecanismos envolvidos na ontogénese das cadeias de globina
humana apresenta importancia impar ndo s6 pelos avangos que pode proporcionar no
entendimento dos fatores determinantes da expressdo génica como pelo potencial
terapéutico nas hemoglobinopatias, representado pela possivel manipulagdo da
expressdo dos genes da globina gama ( Bunn & Forget, 1986 ). Os primeiros dados a
respeito das possiveis sequéncias génicas responsaveis por esses mecanismos advieram

da identificagdo e caracterizagdo molecular de individuos portadores da PHHF e tal-8.

Estas duas condigdes representam um grupo raro de hemoglobinopatias quando
comparado ao das alteragdes talassémicas e as variantes estruturais da hemoglobina
( Weatherall & Clegg, 1981 ). Desta forma, os relatos de individuos afetados por essas

condig¢des sdo relativamente pouco frequentes nas diversas populagdes do mundo.

A origem étnica da populagdo brasileira apresenta aspectos unicos que a distiguem
dos demais paises da América. Seus diversos componentes estdo distribuidos de forma
geograficamente irregular no pais. Assim, no nordeste predominam os descendentes de
africanos, ao passo que no sul apresentam maior frequéncia aqueles oriundos de
imigragdo européia. Além dos colonizadores portugueses, o Brasil recebeu elevado
numero de escravos africanos e imigrantes da Italia, Espanha, Japdo, Alemanha e
Oriente Médio. Todos esses grupos raciais estdo submetidos a um progressivo processo
de miscigenagdo. A intensidade desse evento ¢ de dificil avaliagdo no pais como um
todo, mas a analise conduzida por Azevedo ¢t al (1981) na Ilha de Itaparica no Estado
da Bahia mostrou que a proporgdo de mulatos praticamente duplicou, ao passo que a de
brancos foi reduzida a um tergo em cerca de 90 anos (1889-1980 ). Estes dados
reforgam a ideia de que a frequéncia de anormalidades hereditarias das hemoglobinas
devem variar nas diferentes regides do pais e refletem as origens étnicas e o grau de

miscigenagdo das populagdes envolvidas.
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A caracterizagdo molecular do caso de yOPHHF ( C—G , -202 ) descrita nesse
trabalho representa o primeiro relato dessa anormalidade na América do Sul. Foram
descritos na literatura cerca de 14 individuos portadores desta mutagdo, € o primeiro
caso foi identificado por Jones ef al, 1982 em uma familia americana de origem
africana, do mesmo modo que os demais casos descritos (Collins ef al, 1984a ). Esta
mutag@o resulta em aumento de 30 a 40 vezes na sintese da cadeia vG. A explicagdo
para este fato tem sido objeto de inimeras investigagdes com resultados que permitiram
elucidar alguns aspectos dos mecanismos envolvidos no controle da expressdo génica.
Esta substituigdo de nucleotideo provoca aumento da interagdo com o fator protéico
( Trans-acting fators ) ndo-eritroide Spl que atua como estimulador da transcrigdo
génica e, além disso, provavelmente diminue a interagdo na mesma posi¢do de um
segundo fator ainda ndo bem definido, que inibiria a transcrigdo génica.
Adicionalmente, de modo indireto parece ocorrer uma alteragdo nos sitios de interagdo
com os fatores Oct-1 e GATA-1 que estimulariamn a transcrigdo génica. ( Collins et al,
1984b; Sykes & Kaufman, 1989 ). Essa mutagdo também produz sequéncias que
possuem grande homologia com elementos localizados na regido promotora dos genes
do Herpes Simplex Tymidine Kinase (HSV TK) ( McKnight, 1982; Mcknight &
Kingsbury, 1982 ) e do Simean Virus 40 (SV40) ( Everett et al, 1983 ), o que
possivelmente deve contribuir para esse grande aumento na produgdo do gene vG.
Surpreendentemente, a substituigdio C—T na mesma posigdo (-202), da regido
promotora do gene vA esta associada a um incremento menor, de somente seis vezes,
na expressdo desse gene, apesar de também nesse caso, ocorrer aumento na interagdo
da regido promotora com o fator Sp1 .Essa diferenga é devida provavelmente ao tipo de
substitui¢do que acontece nesse caso ( C>T), o que resulta provavelmente em
sequéncias com menor poder estimulador da transcrigdo génica ( Gilman et al, 1988;

Sykes & Kaufman, 1989 ).
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Além disso, a presenga da mutagdo abole o sitio de clivagem para a enzima de
restrigdo Apal, o que fornece um método rapido e seguro da identificagdo dessa
mutagio nos caso que a analise protéica sugere a yOPHHF do tipo -202 ( Collins et al,
1984a ; Novelletto et al, 1987 ).

O segundo caso de PHHF-mp encontrado em nossa amostra foi caracterizado como
secundario a substituigio C—G na posig¢do -195 da regido promotora do gene yA. Esta
mutagdo havia sido anteriormente descrita pela primeira vez em uma familia brasileira,
que apresentava niveis de HOF ao redor de 7,0% e cadeias yA com percentagens
variando entre 86 a 90 ( Costa et al, 1990 ). O caso aqui descrito representa o segundo
relato desta mutagdo e as quantificagdes de HbF na familia estudada neste trabalho sdo
semelhantes aquelas descritas anteriormente. Importa ressaltar que as duas familias
aparentemente ndo sdo relacionadas. Outra observagio interessante relacionada ao
caso aqui estudado foram os niveis relativamente elevados de cadeia yG ( 30% ) A
explicagdo para esse achado ndo ¢ clara e permanece por ser esclarecida. O estudo
pormenorizado da regido promotora do gene YO nédo revelou nenhuma anormalidade,
afastando assim a possibilidade de ocorréncia do polimorfismo -158 (C—T) ( Gilman
& Huisman, 1985 ), que em algumas eventualidades esta associado ao aumento de
sintese de yO. O mecanismo conducente ao aumento de HbF nesta mutagdo ( tipo
brasileiro de yYA-PHHF ) ainda ndo foi investigado do ponto de vista de interagdo de
fatores protéicos com DNA. Esta alteragdo esta localizada em area proxima ao sitio de
interagdo com o fator eritroide GATA-1 e é caracterizada pela presenga de niveis
relativamente baixos da HbF. Nesta mesma regido ja foram descritas as mutagdes T—C
na posigdo -198 ( Tate et al, 1986 ) e a mutagdo = C—T na posigdo -196
( Gelinas et al, 1986 ). Apesar de estarem localizadas proximas a mutagio -195,
estas formas possuem um comportamento ligeiramente diferente. Assim, a mutagdo
-198 esta associada a um aumento moderado da HbF ( 3,5 a 10% ) e resulta no aumento

da interagdo com o fator Spl ( Fischer & Nowock, 1990 ; Ronchi et al, 1989 ). A
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mutagdo -196 esta associada a valores relativamente altos da HbF ( 12 a 16% ) e
diminuigdo in vitro na afinidade para o fator Sp1 ( Ronchi et al, 1989 ). E razoavel
supor, portanto, que a mutagdo -195 ( C—G) também interfere com esses fatores trans
e conduz ao aumento da HbF. Adicionalmente, este caso exemplifica o ajuste fino que
existe no controle da transcrigio génica, onde mudangas em posi¢des extremamente
proximas leva a taxas de produgio diferente dos genes. Outro fato que merece atengdo
¢ a observagdo que os dois unicos casos dessa condigdo foi realizada na populagéo
brasileira. A interpretagio para esse dado ¢ evidentemente ainda nio determinada, mas
é possivel especular que ndo se trata de simples coincidéncia, € este tipo de mutagdo
poderia ser caracteristico da populagdo negréide no Brasil, que sabidamente teve
origem diferente daquela dos EEUU e Jamaica ( Curtin, 1964 ), onde a maioria dos
estudos abordando individuos com PHHF foram levados a efeito.

Além das mutagdes descritas anteriormente, diversas outras formas de PHHF-mp
foram caracterizadas. A mutagdo T —C na posi¢do -175 em ambos os genes vG e yA
interfere com as interagdes do Oct-1 € 0 GATA-1 levando ao aumento moderado de
HbF (Gumucio et al, 1988; Mantovani et al, 1988; Martin et al, 1989; Ottolenghi et al,
1988; Stoming et al, 1989; Surrey et al, 1988 ). Outra mutagdo ja bem estudada ¢ a
substituigdo C—A na posigdo -117 da regido promotora do gene yA (PHHF-mp do tipo
Grega) € que esta localizada dois nucleotideos depois do segundo elemento CCAAT-
box ( Collins et al, 1985; Gelinas ef al, 1985 ). Esta mutagdo esta associada a um
aumento de quatro vezes na interagdo entrc; o fator CP1 e o CCAAT-box e de duas
vezes na interagdo com os fatores eritroides GATA-1 e NFE-3, resultando em grande
aumento da HbF (10 a 20%) ( Gumucio et al,1988; Mantovani et al, 1988; Stoeckert et
al, 1987; Superti-Furga, 1988 ). Outra alteragdo associada ao aumento de HbF € a
deficiéncia de 13pb localizada entre as posigdes -114 a -102 da regido promotora do
gene YA que remove a segunda estrutura CCAAT-box, eliminando desta forma a

interagio com os fatores CP1, CDP e NFE3, sem alterar a interagdo com o fator
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GATA-1 ( Gilman et al, 1988, Mantovani et al, 1988 ). Finalmente, uma alteragdo
descrita em japoneses, C— T na posigdo -114 da regido promotora do gene v esta
relacionada com a alteragfio do sitio de interagdo com a proteina CP1, e elevagdo
moderada de HbF (11 a 14% )( Fucharoen et al, 1990 ).

No presente estudo, duas formas diferentes de PHHF por deficiéncia génica foram
encontradas. A primeira delas foi caracterizada como heterozigoze para PHHF por
deficiéncia génica do tipo 1 e a segunda como heterozigoze para PHHF por
deficiéncia génica do tipo 2 associada a talassemia B ( G—C, IVSI-5 ). As primeiras
descrigdes destes dois tipos de PHHF foram feitas respectivamente em negros
americanos (Tuan ef al, 1979) e em um individuo negro proveniente de Ghana (Tuan
et al, 1980). Na literatura existem raras descrigdes desses tipos de PHHF. Os achados
deste trabalho constituem os primeiros exemplos dessas condigdes em populagdes da
América do Sul.

As deficiéncias génicas que originam as PHHF por deficiéncia génica do tipo 1 e 2
sdo de tamanho equivalentes e caracterizadas pela perda de aproximadamente 105Kb
de DNA no grupo de genes da globina  B. O ponto de quebra na posigdo 5' esta
localizado em um elemento da familia Alul e o seu ponto de quebra na posigdo 3’
localizado cerca de 95Kb apds a posigdo 3’ do gene P (Tuan ef al, 1983 ). Ambas se
diferenciam pelos pontos de quebra nas regides 3' e 5’ , que sdo cerca de 6Kb menores
na do tipo 2 em relagdo a do tipo 1.

O reconhecimento da PHHF do tipo 1 ( Martinez et al, 1990 ) e 2 pela amplificagdo
da regido do ponto de quebra, como realizado nesse trabalho, representa avango
importante na identificagio dessa anormalidade, pois evita os métodos trabalhosos e
demorados como o Southern Blot.

Os dois individuos aqui estudados eram de descendéncia africana, de acordo com os
relatos prévios da literatura, O caso 4, em que foi detectada a associagdo entre PHHF

do tipo 2 e talassemia B apresenta-se como exemplo classico de beneficio clinico que a
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produgdo elevada de cadeias y e consequente incremento de HbF pode resultar nas
hemoglobinopatias. Nesse exemplo, os niveis de HF foram sempre elevados, com
evolugdo clinica de talassemia intermediéria, embora a acentuada alteragdo 6ssea tenha
provocado a necessidade de terapéutica transfusional, com o intuito de bloquear a
eritropoese endogena.

A alteragdo molecular detectada nesse caso de talassemia B foi a substituigio G—C
na IVSI-5 que cria um sitio de clivagem alternativo dentro das sequéncias de jungdo
Exon-Intron causando um defeito grave na produgio das cadeias P, que sdo produzidas
em pequenas quantidades (Talassemia do tipo B ( Weatherall, 1991 ). Este tipo
de mutagdo, descrita em populagdes de origem asiatica, chinesa e melaneses representa
o primeiro caso na populagio brasileira. Estudo anterior de Martins (1993) demonstrou
que nessa populagdo mais de 90% dos heterozigotos para talassemia  apresentavam
trés tipos de mutagdes originarias de populagdes do Mediterraneo: mutagdo ambar no
codon39 (A—T, 64,28%), IVS1-110 (20,02%) e IVS1-6 (7,14 %).

Algumas hipéteses foram formuladas na tentativa de explicar o mecanismo pelo
qual estas deficiéncias génicas resultam em expressdo elevada dos genes y nas PHHF
por deficiéncia génica e porque deficiéncias génicas semelhantes originam tal-5p,
onde o incremento da sintese de cadeias y;hﬁo ¢ tdo acentuada e existe microcitose €
hipocromia com desequilibrio na sintese de cadeias o e ndo-o ( Bernards & Flavell,
1980; Huisman et al, 1974; Ottolenghi et al, 1982 ). Estas hipéteses focalizam
primordialmente o possivel papel das sequéncias localizadas nos pontos de quebra das
posigdes 5'e 3'das diversas delegdes descritas.

Aproximadamente 20 anos atras, Huisman ef a/ ( 1974 ) foram os pioneiros na
tentativa de explicar esse fendmeno.Essa primeira hipdtese seria que sequéncias
localizadas entre os genes YA e & poderiam estar envolvidas na regulagdo da transigdo
da sintese de HbF para HbA, através da presenga de um elemento silenciador que

exerceria o controle da produgdo dos genes y. Dados posteriores mostraram que esta
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regido possuia sequéncias da familia Alul, consideradas como sujeitas a ocorréncia de
eventos de recombinagdo génica e possivelmente atuando como elementos reguladores
em potencial.

Esta hipdtese explicaria de modo convincente as formas de PHHF-dg do tipo 1, 2 ¢
também as PHHF-dg decorrentes de dele¢des menores, como as do tipo 3 e 4. Nestas
sindromes as sequéncias Alul localizadas na posigdo 5' estio completamente ausentes.
Em apoio a nogdo de que elementos reguladores entre os genes YA e & teriam papel
importante nessas sindromes, os primeiros casos de Tal-83 caracterizados do ponto de
vista molecular corroboraram a hipotese de Huisman e¢f al (1974), pois em maior ou
menor grau, em todas elas essa regido era preservada. No entanto, o estudo de varios
outros casos de Tal-3 em que essa regido estava completamente deletada, como, por
exemplo, o descrito em um individuo originario da Turquia ( Tal- YG(yASB)° ), fez
com que o0 apoio a essa primeira hipotese diminuisse consideravelmente ( Fritsch et dl,
1979; Henthorn ef al, 1990; Orkin ¢t al, 1979; Tuan et al, 1979 ).

Mais recentemente, sequéncias de DNA com localizagdo adjacentes aos pontos de
quebra da posigdo 3' nas PHHF 1 ¢ PHHF 2 foram descritas como possuidoras de
elementos potencialmente importantes na geragdo do fenotipo de PHHF. Nesse caso,
foi interpretado que estas sequéncias que seriam potencialmente ativadoras da
transcri¢do génica, seriam deslocadas para a proximidade dos genes vG e yA como
resultado direto da recombinagdo génica ocorrida, e assim poderia resultar em aumento
de sintese dessas cadeias de globina ( hipotese de Forget ). Numerosos estudos
envolvendo essas regides mostraram que estas sequéncias poderiam possuir atividade
estimuladora ( enhancer ) da transcrigdo génica in vitro, seriam especificamente
hipometiladas e teriam sitios hipersensitivos a ADNase em culturas de células
eritroides (Chapman ef al, 1984; Feingold e al,1985; Kollias e al, 1987; Ponez et al,
1987; Razia ef al, 1984a e b; Trudel & Constantin, 1987 ). Em 1989, Feingold &

Forget caracterizaram um fragmento localizado na posigdo 3'do ponto de quebra da
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PHHF-dg do tipo 1, que foi genericamente denominada 3D. Experimentos de expressdo
génica in vitro demonstraram que esta sequéncia de DNA possui atividade estimuladora
da transcrigdo génica em células leucémicas eritréides de camundongos e em células
K562 da eritroleucemia humana, tendo portanto uma atividade tipo enhancer
( Jennings et al , 1985; Mager et al, 1985; Nicholls et al, 1987, Spritz & Orkin, 1982 ).
A analise de nucleotideos realizada neste fragmento revelou uma sequéncia
potencialmente codificadora para uma proteina (open reading frame). Ainda ndo esta
claro se esta regido corresponde a um exon de um grande gene ou a um gene sem
introns . Certos aspectos sugerem que poderia representar um exon central de um
grande gene. Esta regido contem na sua posigdo 5', duas sequéncias semelhantes as
TATA-box encontradas nas regides promotoras. Além disso foi observada uma
sequéncia homologa aquelas existentes nas regides conservadas nos locais de clivagem
dos introns (splice site) ( Keller & Noon, 1984; Reed & Maniatis, 1985 ). Ainda, esta
regido apresenta homologia com varios enhancers previamente descritos. Assim possui
4 regides identicas ao enhancer do SV40; uma sequéncia com identidade parcial ao
enhancer localizado na posigdo 5'do gene vA humano ( Bodine & Ley, 1987 ) e na
posigdo 3' do gene B de aves ( Choi & Engel, 1986; Hesse et al , 1986 ).

Esse conjunto de resultados originam a proposigdo de que esta regido pode
contribuir para a manutengdo da expressdo dos genes y, cujo efeito poderia ser
determinado através de um ou mais enhancers que estimulariam sua transcrigdo e
consequentemente o estabelecimento do fendtipo de PHHF. Corroborando esta
hipétese foi descrito um tipo de Tal-6f ‘denominada tipo Espanhola, cujo ponto de
quebra na posigdo 5' localiza-se cerca de 1Kb antes do da PHHF-dg do tipol, mas que
se extende cerca de 8,5 a 9,0 Kb além do ponto de quebra da posigdo 3'. Esta
deficiéncia remove a regido 3D e sequéncias de DNA adjacentes, resultando no
aparecimento de fenotipo de Tal-8f ( Camaschella ef al, 1987; Ottolenghi & Giglioni,

1982 ). O paciente com Tal-8f estudado neste trabalho é descendente de italianos e a
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deficiéncia génica tem inicio na /VS2 do gene & e extende além da regido 3D. Estes
dados sugerem que esse tipo de delegdo génica seria diferente dos anteriormente
descritos, constituindo uma nova forma de tal-63. Assim, em concordincia com a
tradigdo de denominar os casos novos desses tipos de talassemias de acordo com o pais
ou a regido geografica de origem dos pacientes, poderiamos denomina-la
talassemia 8B do tipo Brasileiro. A anormalidade molecular desta talassemia-of
descrita neste trabalho apresenta dados em apoio a Hipotese de Forget, pois a remogdo
da regido 3D resulta em talassemia-df3 e ndo em PHHF.

Merece mengdo a identificagdo de dois tipos de Tal-(yA88)° em que a regido 3D ¢é
conservada, porem sem o desenvolvimento de PHHF. A primeira delas, descrita em
chineses ( Mager ef al,1985 ) e a segunda em belgas (Fodde er al,1990 ). Estas
talassemias possuem o seu ponto de quebra na posigdo 3' cerca de 18kb antes do da
PHHF-dg do tipo 1 e desencadeiam um fendtipo de talassemia, apesar de promoverem
a transferéncia de toda a regido 3D para a proximidade dos genes y. Esta discrepancia
aparentemente se deve ao fato de que nestas formas de talassemia ocorre a deficiéncia
parcial do gene yA e que para o aparecimento da PHHF seria necessério a presenga
dos dois genes y intactos ( Feingold & Forget,1989). Além disso, o fragmento 3D
nesses casos situava-se em posigdo mais distante em relagdo ao gene y do que nos casos
de PHHF tipos 1 e 2, o que poderia interferir na possivel agdo estimulatéria desse
fragmento.

Também nesse caso, a associacdo de uma condigdo que incrementa a produgio de
HDbF (tal-683), mesmo que em menor grau que a PHHF, com um alelo talassémico f,
tem como resultado final a evolugdo clinica benigna apresentada pelo paciente. Deve-
se ressaltar que a mutagdo IVS1-110 (C—A) € caracterizada por apresentar
manifestagdes clinicas graves nas homozigotos para esta condigdo. Esta mutagdo € a

segunda mais frequente na populagdo brasileira ( Martins et al, 1993 ).
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A analise global dos resultados desse trabalho permite concluir que aparentemente a
populagdo brasileira apresenta grande heterogeneidade nas alteragdes moleculares que
originam PHHF e tal-8B. Foram caracterizados pela primeira vez nessa populagdo as
mutagdes PHHF por mutagdo de ponto -202 (C—G), a PHHF por deficiéncia do tipo 1,
a PHHF por deficiéncia génica do tipo 2, a segunda descrigdo da PHHF por mutagio
de ponto -195 (C—>G) e aparentemente uma forma detal-3f3 ainda ndo descrito.
Além disso, os dados aqui apresentados corroboram, em parte, a proposigdo de
Feingold & Forget (1989) de que sequéncias de nucleotideos compreendida na regido

3D seriam importantes na origem das PHHF.
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- As diferentes formas de PHHF e tal-8B aqui descritas enfatizam a peculiar
heterogeneidade genética da populagdo brasileira e representam os primeiros casos de

quatro dessas condigdes caracterizadas na populagéo brasileira.

- A YA-PHHF com mutagdo na regido -195 (C—G) representa o segundo caso descrito

na literatura mundial e poderia ser caracteristica da populagdo brasileira.

- Foi desenvolvido um procedimento rapido pela PCR para identificagdo da PHHF do

tipo 2, que evita as técnicas demoradas e complexas do Southern blot.

- A tal-3p por deficiéncia génica provavelmente representa uma nova variante da
doenga. Além disso, o tipo de delegdo génica forma apoio a hipotese de que

sequéncias na regido 3D teriam importancia fundamental na génese de casos de PHHF.
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Nos altimos dez anos, informagdes relacionadas  a regulagio da cxpressiao do grupo
de genes da globina B foram adquiridas pela analise das alteragdes moleculares
detectadas em disturbios como as PHHF e as Tal-6B. Estas condigdes sdo
caracterizadas por apresentagdo heterogéneas do ponto de vista hematoldgico e
molecular ¢ mostram alteragdo no programa normal da transigdo de sintese da HbF
para a HbA, constituindo modelos de acesso facil para a compreensdo da fisiologia

deste mecanismo.

No presente trabalho foram estudadas cinco familias brasileiras, que apresentavam
formas diferentes de PHHF e/ou Tal-83. Os métodos envolvidos incluiram o
mapeamento génico por Southern Blot, sequenciamento de fragmentos de DNA

amplificados pelo PCR e confirmagdo das mutagdes por hibridizagdo alelo especifica.

Assim, foram caracterizados dois heterozigotos para PHHF por mutagdo de ponto, a
substituigdo C—>G na posigio -195 e a C—G na regido -202, encontradas
respectivamente nas regides promotoras dos genes YA e YG; duas formas de PHHF por
deficiéncia génica, a primeira um heterozigoto para PHHF do tipo 1 e a segunda um
portador em heterozigose dupla para talassemia-f3 (C—G, IVSI-5) e PHHF do tipo
2. O ultimo caso estudado, representado por portador em heterozigoze para Talassemia-
B ( G>A,IVSI-110 ) e uma forma de Tal-8B, por deficiéncia génica provavelmente
ainda ndo descrita na literatura. Essa deficiéncia tem um ponto de quebra na regido 5
no interior do gene & e na regido 3’ em algum ponto da regido 3D. Em seu conjunto
estes dados confirmaram a grande heterogeneidade das alteragdes hemoglobinicas
encontradas no Brasil e constituem as primeiros casos de yG-PHHF -202 (C—Q),
PHHF do tipo 1, PHHF do tipo 2, descritos nessa populagio. A descrigdo da yA-PHHF

-195 (C—G) representa o segundo caso na literatura mundial e prova ser caracteristica
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da populacdo negroide brasileira. Finalmente a caracterizagdo molecular do paciente
com tal-8f3 evidenciou um tipo ainda ndo descrito dessa alteragdo, que provavelmente

deve ser denominado tal-3f3 do tipo brasileira.
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The 8B-thalassemias and the hereditary persistence of fetal hemoglobin (HPFH)
represent two heterogenous groups of conditions, caracterized by continous expression
of fetal hemoglobin in adult life, as a result of either variable length deletion or point
mutation in the B-globin cluster. Current models attempting to explain the continuous
expression of the y-globin genes in adults carrying these mutations, include the deletion
of negative regulatory sequences, the juxtaposition of enhancer-like sequences in the
vicinity of the y-globin gene, modifications of the chromatin structure within the f3-
globin cluster as a result of the deletion or modifications of interaction between cis and
trans-acting factors in the promoter region of the y-globin genes as a result of point
mutations.

In this work we carried out the molecular caracterization of five Brazilian
individuals with HPFH or 8B-tal. Two point mutations were identified as cases of
HPHF: the -202 (C—G) and the -195 (C—G) at the Gy and Ay globin gene promoter
respectively. The -202 (C—G) represents the first description in the Brazilian
population, and the -195 (C—G) the second case reported in the literature.
Addittionaly, two other individuals were identified as a deletion type of HPFH: one
with HPFH type 1 and the other HPFH type 2. These cases represents the first
description in South America. In addition, we develop a rapid procedure by using PCR
for identification of HPFH type 2.

One patient with 8B-tal was studied and presented a possible novel type of deletion,
which we tentatively named the Brazilian type of &pB-talassemia. Moreower, this case
offers support to the possible role of the 3D region in the origen of the HPFH
phenotype ( Forget's hypothesis ).

Taken together these findings emphasize the ethinic heterogeneity of the Brazilian
population and contributed for the understanding of some mechanisms involving in the

overexpression of the vy globin genes.
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