UNIVERSIDADE
'ESTADUAL DE
CAMPINAS

. BC/42319
1B/81552

INSTITUTO DE BIOLOGIA _
- T/UNICAMP

B294
a



Universidade Estadual de Campinas

Daniela Sanchez Basséres

Alteracoes Moleculares nos Genes da Alfa e Beta-
espectrina e no Promotor do Gene da Anquirina nas
Doenc¢as da Membrana Eritrocitaria: Eliptocitoses e

Esferocitoses Hereditarias

| ©
=~ H
(3]
o
FEOE I
£E3 ¢ l
e ° 3 5
-
<3 H —
o o 2’1 33
° 5
c a oN . . .
a 2 Tese apresentada ao Instituto de Biologia da
(/24
® « £ . . .
5 S 3 Universidade Estadual de Campinas, para
s T N
= 5 §\ = obtencdo do titulo de Doutor em Genética e
-_— 0 (=%
[=9 . . - r.e
E - 3 = § Biologia Molecular, na area de Genética
> o < N
[ > ’ g
SN ° IS Humana e Médica.
() T~
-— x < -
e RNIE

Orientadora: Prof. Dra. Sara Teresinha Olalla Saad,

Campinas, Sdo Paulo, Brasil

CrRICANMP
A (CTECA CEM™um



UNIDADE_ LB
N CHAMADA T

||

c | {
prece REBJL0a.
| oaTA_oC 2/ QLR

CM-00144209-9

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

B295a

Basséres, Daniela Sanchez
Alterag6es moleculares nos genes da alfa e beta espectrina
e no promotor do gene da anquirina nas doencas da membrana
eritrocitaria: eliptocitoses e esferocitoses hereditarias/Daniela
Sanchez Basseéres. -- Campinas, SP:[s.n.], 2000.
229f.:ilus.

Orientadora: Sara Teresinha Olalla Saad
Tese (doutorado) - Universidade Estadual de Campinas.
Instituto de Biologia.

1. Anemia hemolitica. 2. Membrana eritrocitaria. 3. espectrina.
4. Anquirina. I. Saad, Sara Teresinha Olalla. II. Universidade Estadual
de Campinas. Instituto de Biologia. III. Titulo.



BANCA EXAMINADORA:

Profa. Dra. Sara Teresinha Olalla Saad - O 0 el

/ Assinatura

Prof. Dr. Femando Ferreira Costa QV%;,__\

Tﬁatura
Prof. Dr. Paulo Augusto Achucarro Silveira
Assinatura
Prof. Dr. Adilson Leite ﬁ%
Assinatura

Prof. Dr. José Kerbauy %
Ssinatura /

Profa. Dra. Christine Hackel

Assinatura

Profa. Dra. Maria de Fatima Sonat

Assinatura



A minha familia, por todo amor,

apoio e torcida



Agradecimentos

A Sarita, pela amizade, apoio e orientagio ao longo destes anos.

Ao professor Fernando Costa, pelo apoio, incentivo e colaboragéo nos trabalhos.

Ao Dr. Patrick Gallagher, por ter me recebido tdo bem em seu laboratorio na Universidade de Yale.
A professora Christine Hackel, por toda ajuda nas questdes burocraticas do curso de pos-graduagio
e pelas sugestdes no exame prévio.

A professora Carmen Silvia Bertuzzo, por ter me encaminhado ao Hemocentro e pelas sugestoes no
exame prévio.

Aos professores Adilson Leite, Paulo Silveira e José Kerbauy, por terem aceito o convite para
participar da banca examinadora

A professora Fatima Sonati, por ter aceito participar da banca examinadora como membro suplente.
A Rosana e 4 Sandra, pelo apoio audiovisual nos trabalhos encaminhados para apresentago em
congressos € na confecgdo desta tese.

A Tereza, por ter me ensinado os primeiros passos no laboratério e por estar sempre disposta a ouvir
e a ajudar.

A Clara, por ter sido uma amiga sincera em um pais estranho.

A Monica, pela amizade, companhia e por estar sempre presente quando a gente precisa.

A Silvana Bordin, por tudo que eu aprendi durante a nossa convivéncia.

A L&, pela amizade.

A Dilmara, Lena, Carlos, Simone, Angela, Carol, Luciana, Tutty e Natasha, pelo ambiente quase
sempre descontraido e muitas vezes divertido no laboratério.

Aos colegas de pds-graduagdo Juliana, Roberta, Adriana, Arno, Paulo, Marcelo e Rodrigo, pela
enriquecedora troca de experiéncias € por terem sempre um 6timo astral.

Aos colegas Wagner, Malu, Angela, Katinha, Lilian, Kléber, Fernando e Walder.

As novas colegas de laboratério Elaine, Edna, Manoela e Roberta I1.

A Tita, Roberto e Beth, pela convivéncia e pela saudade.



Agradecimentos

As secretarias Raquel, Silvana e recentemente Marcinha, pela ajuda com a burocracia cientifica.
A Fapesp e ao CNPgq, pelo apoio financeiro.

Ao meu marido Eduardo, pelo amor, paciéncia e compreenséo.

Ao meu avé Mauricio, por ter feito brotar em mim a semente da curiosidade cientifica.
Ao meu pai, por estar sempre presente € por me apoiar sempre.

A minha mée, pelo amor e carinho.

A minha avé Leonor por acreditar em mim.

A minha avé Vera, pelo amor, pelos conselhos e pelos ensinamentos de vida.

Aos meus irmaos Tiago, Carlos, André e Ivan.

As minhas tias Vera e Fernanda.

Ao meu avo postico Newton, pelo carinho.

Aos pacientes do Hemocentro, sem os quais, a realizagéo desta tese ndo seria possivel.

A todos aqueles, que contribuiram de alguma forma para realizagio deste trabalho.



Sumario

LISTA DE TABELAS E FIGURAS i

LISTA DE ABREVIATURAS.... . vii

RESUMO xi

SUMMARY xiii
CAPITULO 1

INTRODUCAO 1

1.1 A MEMBRANA ERITROCITARIA ......ccuttururimianinititeteseeeeeeseeeesee e se e e ee oo 1

1.1.1 Fragdo lipidica ............. ettt bttt et es et et e e e e et e e e e e 1

1.1.2 FIagl0 PIOTEICA. ... ...ttt ettt e 2

1.1.2.1 Proteinas INEGTALS ......c.oveurururuereiiieeeeteteeeeee et e 2

BARAG 3. 2

GIICOFOTTRGAS ... 4

Outras proteinas INtEGIQIS......................co.ocooooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeoeeeoeoeeeoeoeeo 4

1.1.2.2 Proteinas PErifériCas..........ccoccriueirintreueiieeieee et 4

Interagoes entre as proteinas da membrana eritrocit@ria ... 5

ESPECIFINA ... e, 9

ARGUIFTRG OU PrOTEING 2.1 ... 13

Proteing 4.1 ...........ccccooooiiiiiiiiiieeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 17

Palidina ou proteing 4.2................cccocooivoioiiooooeeeeeeeeeeeeeeeeee 19

ACHIRQA. ... e 20

1.2 A ELIPTOCITOSE HEREDITARIA (ELH) E A PIROPOIQUILOCITOSE HEREDITARIA (PPH)................ 21

1.2.1 Defeitos na auto-associagéo dos heterodimeros de espectring ............oevveemevevveveerevnan.. 22



Sumario

1.2.1.1 Defeitos da alfa-eSPectring......cccoviiiuirmeereeienierinenieestee s 22
polimorfismo O et 24
1.2.1.2 Defeitos da beta-eSPectring. ........c.ccvivivieieriniiieiciieiiete ettt 28
1.2.2 Defeitos da proteina 4.1 ....cccceiieiinierimiieee s 29
1.2.3 Deficiéncia de glicoforina C.........couvurmmriiriniereinn et 30
1.3 ESFEROCITOSE HEREDITARIA (ESH)) ..cuveviiiiiiiiiiiiiett i 30
1.3.1 Defeitos da ESPECLIING........eucerceremeririreiriie sttt st 32
1.3.1.1 Alfa-€SPECITING. .....ovoeveeerresserseseerssseeesesessesssssssesmanssssssnssssssssssssssssas e 33 °
1.3.1.2 Beta-ESPECITINA. .. .cueeveueeiinirieieaierereit et sr st es ettt 34
1.3.2 Defeitos da aNQUITING.......c.coeueieiiieiereieieris sttt bbbt 35
1.3.3 Defeitos daDanda 3 .......c.covvviveeireeeeieereereereeeee st e e resne sttt s 36
1.3.4 Defeitos da palidina ou proteina 4.2.......ccceemerieniceicnenniniiii e 37
CAPITULO 2
CASUISTICA 39
2.1 ELIPTOCITOSE HEREDITARIA ....ccccuieriereeeceneeeeeeiisiisteassarsessessasssssssessasst st st esaesisssssssssnasssssasasasasses 39
2.1.1 GIup0 L SPOU/ES .ottt e 40
2.1.2 Grupo II: SPOUI/S0...cciiiiiiiiiiii e 40
2.1.3 Grup0 IIL: SPOLL/TA ..ottt s 40
2.1.4 Grupo IV: spal/74 + B-espectring truncada ........c.c.coveeereneniiiiiiiii e 40
2.2 ESFEROCITOSE HEREDITARIA ...cuteurrutreeueriesuesenistesesaseessasssesesaessesasssssestasesteneataseosontsssnessssesssnsanns 41
2.2 1 GIUPO L ..ottt 41
2.2.2 GIUPO IL ...ttt 41
2.2.3 GIUPO IIL...oeeetee ettt 41
CAPITULO 3

OBUIETIVOS...ceiiecceecsecssnsssssissssssssssossssssssssssassssssssasssssssssasssssssssasssssssssssssstosssstssssssssssssssssssssssas 43




Sumario

CAPITULO 4
ELIPTOCITOSE HEREDITARIA: RESULTADOS E DISCUSSAO 45
4.1 TRABALHOS 1, 2, 3 E 4.t 45
4.1.1 Resumo dos resultados apresentados nos trabalhos 1,2, 3 € 4....eemooeoeooeeooo 46
412 Trabalho 1 ...t e 51
Expression of spectrin al/65 hereditary elliptocytosis in patients from Brazil
413 TIADAINO 2.t 59
Expression of spectrin al/50 hereditary elliptocytosis and its association with
the oY allele
4.1.4 TrADAIHO 3 ..o e 69
Association of the o-spectrin R28H mutation with allele oY and with
al/all domain haplotypes in three Brazilian families
4.1.5 Trabalho 4.................... e e re e et e e e e r et e e et e e e nreeesneteeseeenteeneannsans 77
B-spectrin Campinas: a novel shortened B-chain variant associated with
skipping of exon 30 and hereditary elliptocytosis
4.1.6 Discussdo geral dos trabalhos 1,2, 3 € 4 ......c.oumeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeoeeeoeeeeeeeeeoeee 87
CAPITULO 5
ESFEROCITOSE HEREDITARIA: RESULTADOS E DISCUSSAO . 93
ST TRABALHOS 5, 6 E 7 ettt et et e e et 93
5.1.1 Resumo dos resultados apresentados nos trabalhoS 5, 6 € 7...e..eeeeeeeeeeeeeeoeoeeeoe 94
SL2TIAbAINO Sttt 101

B-spectrin Promiss@o: A translation initiation codon mutation of the B-spectrin
gene (ATG—>GTG) associated with hereditary spherocytosis and spectrin
deficiency in a Brazilian family



S.1.3 TEADATHO 6.t eeeeeee et eeeeee e e beeeeras et e e eee e saaesaesbe e et s e a e e b e e e b s e e s ressan e s st s ba s s s e e s 105

B-spectrin Santa Barbara and B-spectrin S3o Paulo II: Two novel frameshift
mutations of the B-spectrin gene associated with hereditary spherocytosis

S 1.4 TIADALNO 7o ee e e e et eeaeassesssssssssaesaessraaaeseessbtaasaa s b e e s aaaaeae i s s b e s e s e e aesnne s s s abnr e e e neenaas 129

In vitro analysis of erythrocyte ankyrin promoter mutations associated with
hereditary spherocytosis

5.1.5 Discusso geral dos trabalhos 5, 6 € 7 ... 153
CAPITULO 6
CONCLUSOES ... cteerrerennenrssssasssssssssasssssssssssssssassssassssssssssssssasssssssssssssssssnss 161
APENDICE A eooeeeeeeeesmesasesssssssossessssessssessssasssssssesssssasssssssssossssesnssessessessassssastassassessssssssssssssssssssns 165
APENDICE B.......... 171

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS......cvcvcninsinsisinsnsssssssssssssassssssssasssssssnsssssssssssssnsasssssssssssesss 173




Lista de Tabelas e Figuras

Tabelas

Capitulo 4:
Trabalho 1

Tabela 1:

Trabalho 2

Tabela 1:

Trabalho 3

Tabela 1:

Tabela 2:

Capitulo 5:
Trabalho 6

Tabela 1:

Tabela 2:

Trabalho 7

Tabela 1:

Dados hematolégicos dos pacientes portadores de EIH do

PO SPOU/BS ...ttt

Dados hematologicos e moleculares dos pacientes

portadores de EIH relacionada & presenga de spal/50 ....................

Valores hematologicos e bioquimicos dos pacientes
portadores de EIH do tipo spal/74 e associagdo com a
presenga do alelo a'ELY

Haplotipos estendidos do gene da alfa-espectrina dos

individuos da trés familias portadoras da muta¢dio R28H................

Investigagdo da paternidade pela técnica de Southern

BIOTHNZ .....viiiiirictete ettt

Polimorfismos no gene da beta-espectrina detectados neste

TADATNO ...

Valores clinicos e hematolégicos dos pacientes portadores

de mutagdes na regido promotora do gene da anquirina...................

....................................................................



il

Lista de Tabelas e Figuras

Tabela 2:

Apéndices:
Apéndice A
Tabela 1:

Tabela 2:

Tabela 3:

Apéndice B
Tabela 1:

Tabela 2:

Figuras

Capitulo 1:
Figura 1:

Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:
Figura 6:

Figura 7:

Freqiiéncia das mutagdes —153 G—A e ~108 T>C em
uma amostra da populagdo brasileira e em uma amostra de
uma populagdo de AMErindios.........c.ceerrieeenencecninnncnccii e 151

Alteracdes moleculares no gene da alfa-espectrina na EIH ... 165

Alteraces moleculares no gene da beta-espectrina na
EIH/PPH ..ottt e e s e et e s eostesosacnaessane e e s s s s e saasasnesaseenns 166

Correlacdo das alteragdes moleculares no gene da alfa-
espectrina, detectadas nas familias portadoras de EIH
analisadas neste trabalho, com a manifestagdo clinica e

com a presenga do alelo LY ettt 168
Mutagdes no gene da beta-espectrinana EsH ... 171
Mutag¢bes no gene da anquirinana EsH ... 172
Estrutura da Banda 3 .......cocoooiiiniiiccneenececies et 3
Modelo esquematico da estrutura da membrana

EIIETOCTEATIA ...cuvviieerereeeevreeereeeceeeeere s steesee e neeesseseessasssesbresssneeeessnasasnnnaessneeesans 6
Estrutura do compleXxo juncional..........cccceerivirieiieiiinieiineinee e 7

Interagdes proteicas da membrana eritrocitaria e hipéteses

para formag&o de eliptocitos € eSFErOCItOs .....ouevveiririniccniiiiiiiie 8
Estrutura da eSpectrind L.......coccoceiviiniiiniininiieceee s 11
Estrutura da espectring I1.........coccccoeiiiiniinince e 13

Estrutura da anquiring .........ccceeveeeerniinieninienenisenes e e 15



Lista de Tabelas e Figuras iii

Figura 8:

Figura 9:

Figura 10:
Capitulo 4:
Trabalho 1

Figura 1:

Figura 2:

Trabalho 2
Figura 1:

Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:

Figura 6:

Trabalho 4
Figura 1:

Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:

Estrutura da proteina 4.1........ccooimuiueuiueeiccereeeeeeee e 17

Mecanismo molecular da baixa expressio do alelo o5"Y ... 25

Efeito do alelo a''Y na proporgédo da espectrina contendo
cadeias a-normais € a-eliptoCitOZENICaS .. .......eeevveeeceeeeeeeeeeeeeeeeerereernn 27

Digestdo triptica da espectrina dos pacientes portadores de
EIH do tipo SPOU/OS ..ottt 55

SDS-PAGE das proteinas de membrana, immunoblotting

com anticorpo anti-beta-espectrina e eletroforese da
espectrina em gel de poliacrilamida nfio desnaturante .................cocooo......... 56

Heredogramas das familias portadoras de EIH do tipo

SPOLL/S0.ce ettt ettt et ee e 62
Esfregago do sangue periférico dos pacientes portadores de

EIH do tip0 SPOUL/S0.....eveeeeeteiniiiee ettt 63
Analise eletroforética das proteinas de membrana...............cocoevvrerennn... 64

Analise por SSCP ndo radioativo do éxon 6 do gene da

Alfa-ESPECHIINA........cecueeeiurieteirietei ettt 64
Seqiienciamento direto do DNA gendmico..........ovvevveeeeeeeeeeeeeeeereresernnnn. 64

Padrdo de digestdo com as enzimas de restricio Avall e

Mwol em funggo da presenga do alelo o™ Y......oo.ooooiieee 65

Esfregaco do sangue periférico da paciente € sua mae............coovevevevnnnnn.... 80

Andlise eletroforética das proteinas da membrana
ETITOCTEATIA ..ottt ettt ettt e e e e e e e e e eseseaseneen 81

Imunocaracterizagdo da beta-espectrina com migragéo
eletroforética anormal............co.ceieieuiieeicieececeeeeeee e 82

Andlise do cDNA da porgdo 3’-terminal do gene da beta-
ESPECIIINA . .....ucmuiieuirtreeietete et tetese et eseere st sese et eseesesteeeeeseneeseeeesenseneeesssesesns 82



iv Lista de Tabelas e Figuras
Figura 5: Seqiienciamento direto do DNA gendmico da paciente.........ccoeeveinicinnn. 83
Capitulo S:
Trabalho 5
Figura1: SDS-PAGE das proteinas de membrana, esfregaco do
sangue periférico do paciente e heredograma da familia do
PACIEIIE. ... vveeeeerereneneeieiencnererisese s e e ettt bbbt 103
Figura2: Andlise por SSCP néo radioativo do éxon 2 do gene da
DELA-ESPECIIING. ... eovcmcenireieiiereie et 104
Figura3: Seqiienciamento direto do DNA @ENOmiCO........ovvmrvnmmiiriiisisinnsneiscisinins 104
Trabalho 6
Figura 1: Anélise molecular por SSCP e seqiienciamento das
mutacdes com desvio de leitura do gene da beta-espectrina....................... 121
Figura2: Analise da presenga do alelo mutante por RT-PCR.....ccoooiiiiiiniins, 122
Figura 3: Quantificagdo do provavel alelo mutante na paciente SD............ccoooeeinne 123
Figura4: Imunocaracterizagdo das espécies da beta-espectrina
presentes na membrana eritrocitdria € nos outros
compartimentos Celulares.........c.ooiriiiiiinin 124
Figura 5: Analise molecular por SSCP e seqiienciamento das
muta¢des missense no gene da beta-eSpectIing........oooevvceeeuininnenrennineninns 125
Figura 6: Detecgdo de polimorfismos no gene da beta-espectrina por
SSCP NAO FAdIOAtIVO. ..eecvieerieiiieeeeeeeteeneerere s sree e ettt e e e e seeresnaeeene 126
Trabalho 7
Figural: Andlise molecular, por SSCP e seqiienciamento, das
mutacdes presentes no promotor do gene da anquirina............c.ceeeeceeeeennens 143
Figura2: Esquema do promotor da anquirina ..........c.ceeceeieeniiiiinininininsneeee 144
Figura3: Analise da migragdo eletroforética de complexos DNA-
proteina de sondas contendo a mutag@o —153 GoA ... 145
Figura4: Anélise da migragio eletroforética de complexos DNA-

proteina de sondas contendo a mutag@o —108 T>C....oooeveiiiniiiiiiiiinnnns 146



Lista de Tabelas e Figuras

Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:

Figura §:

Apéndices:
Apéndice A
Figura 1:

Figura 2:

Andlise da migragdo eletroforética de complexos DNA-

proteina de sondas contendo a mutagéo —72/73delTG.....................

Anélise da migragdo eletroforética de complexos DNA-

proteina de sondas contendo a mutagdo —204 C—>G..........ccueeunene.

Graéfico representando a atividade relativa da luciferase em
fungdo da construgéo génica em células HEL transfectadas

TLANSIEOTIAITIENTE ..o eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaseaeaaeeemnenssssnssersseereeresees

Gréfico representando a atividade relativa da luciferase em
funcéo da construgdo génica em células K562 transfectadas

TLANSITOTIAITIEIIEE ..o oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseseesessrsesessenassnsnsnssssenesesneeens

Andlise da presenca da duplL154 por hibridizagdo alelo-

especifica do éxon 4 do gene da alfa-espectrina ...........cccecveueennnee.

Caracterizagdo molecular, por SSCP e seqilienciamento, da

muta¢do R28H no €xon 2 do gene da alfa-espectrina.......................



Lista de Abreviaturas

A — aminoécido alanina ou nucleotideo adenina
Ank — anquirina

AP-1 —“activator protein 1”

AP-2 - “activator protein 2”

ATP — adenosina-5’- trifosfato

B3 ou b3 —banda 3

C — amino4cido cisteina ou nucleotideo citosina
CI' - cloreto

COOH - grupamento carboxila

C-terminal — carboxi-terminal

D — aminoécido aspartato

del - delegdo

DNA — “deoxyribonucleic acid’; acido desoxirribonucléico
cDNA — DNA complementar

gDNA — DNA genémico

dupl - duplicagéo

E - acido glutamico

EIH - eliptocitose hereditéria

EsH — esferocitose hereditaria

F- aminoécido fenilalanina

fig. ou figs. — figura ou figuras

G — aminoécido glicina ou nucleotideo guanina
GPA - glicoforina A

GPC ou GpC - glicoforina C

H — aminoacido histidina



viii Lista de Abreviaturas

Hb — hemoglobina

HCO;5™ - bicarbonato

I — aminoécido isoleucina

ins — insercao

IVS - “intervening sequence”; intron

K+ - potassio

kb — kilobases

kDa — kilodaltons

N — aminoéacido asparagina

Na+ - sédio

NF-E2 - “nuclear factor — erythroid 2”

NH2 - grupamento amina

N-terminal — amino-terminal

P — aminoéacido prolina

p — braco curto de um determinado cromossomo

PAGE - “polyacrylamide gel electrophoresis”; eletroforese em gel> de poliacrilamida
pb — pares de base

PCR — “polymerase chain reaction; reagédo em cadeia da polimerase
PEA-1 - “polyoma virus enhancer A-binding protein I1”

q — brago longo de um determinado cromossomo

Q — aminoéacido glutamina

R — aminoacido arginina

Retics. - reticuldcitos

RNA - “ribonucleic acid”’; 4dcido ribonucléico

mRNA - RNA mensageiro

RT-PCR - “reverse transcribed PCR”; PCR e transcrig@o reversa feitos simultaneamente
SDS — duodecil-sulfato de sédio

S — aminoéacido serina

SH3 - “Src (sarcoma) homology region 3”

sp — espectrina



Lista de Abreviaturas

ix

SpD — dimero de espectrina

SpT — tetramero de espectrina

SSCP - “single strand conformation polymorphism”; polimorfismo de conformagéo de fita simples
T — aminoacido tirosina ou nucleotideo timina

Unicamp — Universidade Estadual de Campinas

W — aminoacido triptofano



Resumo

As alteragGes proteicas da membrana eritrocitaria sdo responsaveis por algumas formas de
anemia hemolitica congénita. Dentre estas, a eliptocitose hereditaria (EIH) decorre principalmente
por defeitos na auto-associagéo dos heterodimeros de espectrina. Foram selecionadas dez familias
portadoras de EIH atendidas no Hemocentro da Unicamp, cujo defeito bioquimico estava associado
a uma auto-associag@o defeituosa dos heterodimeros de espectrina. Dentre os dez casos estudados,
trés apresentaram EIH do tipo spal/65, trés apresentaram EIH do tipo spal/50, trés apresentaram
EIH do tipo spal/74 e uma familia apresentava EIH do tipo spal/74 associada a presen¢a de uma
beta-espectrina truncada. O objetivo deste trabalho era esclarecer as mutagdes génicas responsaveis
pela EIH nestes casos e avaliar a presenga do alelo de baixa expressdo a"E-Y nos casos de mutagdes
no gene da alfa-espectrina. A abordagem metodologica incluiu a amplificagdo dos éxons dos genes
da alfa e beta-espectrina normalmente afetados em cada subtipo de EIH, seguida de SSCP e
seqlienciamento em alguns casos e andlise do cDNA e seqiienciamento em outros. Os trés pacientes
portadores de spal/65 apresentavam uma duplicagdo da leucina 154 da alfa-espectrina, os trés
pacientes portadores de spal/50 apresentavam a troca do leucina da posicdo 260 da alfa-espectrina
por uma prolina e os trés pacientes portadores de spal/74 apresentavam a troca da arginina da

posi¢do 28 pela histidina. O alelo a'E1Y

estava presente na maioria destes casos e sua associagio e
influéncia sobre a expressdo da EIH foram determinadas. Finalmente, no caso do paciente portador
de spal/74 associado a uma beta-espectrina truncada, foi observada uma mutacfio no sitio de
clivagem 5’doador do intron 30 do gene da beta-espectrina.

A esferocitose hereditaria (EsH) é causada por defeitos nos genes da alfa-espectrina, beta-
espectrina, anquirina, banda 3 e palidina. Foi objetivo deste trabalho realizar uma triagem de
mutaces na regido codificadora do gene da beta-espectrina em 13 pacientes portadores de EsH
atendidos no Hemocentro da Unicamp, o que foi realizado através da submissio de éxons

individuais amplificados a técnica de SSCP, seguida de seqiienciamento dos produtos com migrago
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alterada. Foram detectadas duas mutagbes com desvio do quadro de leitura (a delegéio de uma
citosina no cédon 638 e a delegdo de uma citosina no cédon 1392) e uma mutagdo de codon de
inicio de tradu¢do (ATG—GTG). Além disso, foram detectadas algumas mutagdes missense, cujo
significado funcional permanece indeterminado (1220V, H1374R, A1884V) e alguns polimorfismos
novos e ja descritos. Outro objetivo consistia em realizar uma triagem de mutagSes no promotor do
gene da anquirina em 41 pacientes portadores de EsH atendidos no Hemocentro da Unicamp € no
Hemocentro da Universidade de Santa Catarina. A metodologia empregada foi similar a utilizada na
triagem do gene da beta-espectrina. Foram detectadas duas alteragdes moleculares no promotor: uma
ja descrita (-108 T—>C) e uma nova (-153 G—>A) em dois pacientes. Estas muta¢Ges estavam ligadas
in cis nos dois pacientes e foi possivel detectar estas mutagées em uma populagéo controle. Estudos
de mobilidade em gel de poliacrilamida e ensaios de expressdo do gene da luciferase em linhagem
de células eritroides transfectadas transitoriamente sugerem que estas alteragées, bem como outras
duas alteragbes ja descritas neste promotor (-204 C—G e -72/73delTG), constituem meros
polimorfismos.

Nossos dados indicam que a EIH e a EsH sfo comuns no Brasil, mas sdo geradas por
diferentes tipos de mutagdes: a EIH decorre, principalmente, de mutagdes com origem monocéntrica
amplamente distribuidas, enquanto a EsH decorre de mutac¢des isoladas, diferentes em cada caso e
nunca descritas anteriormente. Além disso, nossos resultados mostram que mutagdes no gene da
beta-espectrina podem ser uma causa comum de EsH no Brasil € que mutagdes no promotor do gene
da anquirina nfo parecem ser particularmente importantes no desencadeamento desta anemia

hemolitica.



Summary

Most congenital hemolytic anemias are caused by defects in the erythrocyte membrane
proteins. Hereditary elliptocytosis (HE) is caused mainly by a disruption in the spectrin dimers self-
association process. Ten families with HE and impaired dimer self-association attended at the
Hemocenter of the State University of Campinas were selected for study. Three families presented
spal/65 HE, three families presented spal/50 HE, three families presented spal/74 HE and one
family presented spal/74 HE associated with a truncated beta-spectrin chain. The aim of this study
was to determine the genetic mutations responsible for HE in these families and assess the presence

of the low expression allele alELY

in the families bearing alpha-spectrin gene mutations. The
technical approach included amplification of the exons of the alpha and beta-spectrin genes
commonly affected in each subtype of HE, followed by SSCP or cDNA analysis and sequencing.
The three patients with spal/65 HE presented a duplication of leucine 154 of the alpha-spectrin
chain. The three patients with spal/50 HE beared a leucine-proline substitution at codon 260 of the
alpha-spectrin gene. In the three patients with spal/74 HE, an arginine-histidine sustitution at codon

28 of the alpha-spectrin gene was detected. The o*ELY

allele was present in most of these cases and
its association with elliptocytogenic mutation and impact on the expression of HE was assessed.
Finally, in the patient with spal/74 HE associated with a shortened beta-spectrin chain, a 5’donor
splice site mutation was detected in intron 30 of the beta-spectrin gene.

Hereditary spherocytosis (HS) is caused by mutations in the alpha-spectrin, beta-spectrin,
ankyrin and band 3 genes. One of the aims of this study was to screen the beta-spectrin gene coding
region in 13 HS patients attended at the State University of Campinas. This was performed through
submission of individually amplified exons to the SSCP technique, followed by sequencing of the
abnormally migrating products. Two frameshift mutations (a citosine deletion at codon 638 and a

citosine deletion at codon 1392) and a translation initiation codon mutation (ATG—>GTG) were

detected. In addition, some new polymorphisms and a few described ones were detected. Another
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goal of this study was to screen the ankyrin gene promoter region in 41 HS patients attended at the
State University of Campinas and at the University of Santa Catarina. The technical approach was
similar to that used for beta-spectrin gene screening. Two molecular alterations were detected in this
region (-108 T—>C and a —153 G—>A) in two HS patients. These mutations were linked in cis and
these mutations were also detected in a control population. Mobility shift assays and luciferase
expression assays suggest that these alterations, as well as other two mutations described in this
region (deletion of a TG dinucleotide at positions —=72/-73 and ~204 C—G), may represent mere
polymorphisms with no functional consequences.

Our data indicates that HE and HS are common in Brazil, but are caused by different types
of mutations: HE is triggered by widely distributed mutations of monocentric origin, whereas HS is
triggered by “private” mutations, that are different in each case and result in single reports. Our
results also show that beta-spectrin gene mutations may be a common cause of HS in Brazil and that
ankyrin promoter mutations do not seem to be particularly important in the pathophysiology of this

hemolytic anemia.
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Introducio

1.1 A Membrana Eritrocitaria

A membrana eritrocitaria € responsavel por muitas das fungdes fisioldgicas e propriedades
mecénicas da hemacia (LUX & PALEK, 1995; TSE & LUX, 1999). A estrutura da membrana
eritrocitaria € similar a de outras membranas bioldgicas seguindo o modelo de mosaico fluido de
SINGER & NICHOLSON (1972) e sendo formada por lipidios e proteinas (LUX & PALEK, 1995;
GALLAGHER et al, 1998a).

1.1.1 Frac¢ao lipidica

A porgéo lipidica da membrana eritrocitaria € constituida por uma mistura de fosfolipidios,
colesterol ndo esterificado e glicolipidios, organizados em uma camada dupla e atravessados ao
acaso por receptores € canais proteicos transmembranosos (LUX, 1988; LUX & PALEK, 1995). Os
fosfolipidios estdo organizados de tal forma que os seus grupamentos polares ficam expostos em
cada lado da superficie da membrana, criando uma regido hidrofilica com ligagdo para o plasma e
citoplasma. Por outro lado, suas cadeias de 4cidos graxos hidrofébicas ficam retidas no nucleo da
bicamada, criando um centro lipofilico, que contribui para a flexibilidade da membrana (LUX &
PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a). A distribuic¢do de lipidios é assimétrica, tanto dentro de
cada camada (assimetria do tipo cis), como através do plano da bicamada (assimetria do tipo trans)

(DRESSLER et al, 1984; SCHWARZ et al, 1985; RODGERS & GLASER, 1991; DEVAUX, 1993;
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LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a; KUYPERS, 1998). Esta assimetria ¢ importante
para manter o correto funcionamento fisiolégico da membrana. A fosfatidilserina, por exemplo, €
um aminofosfolipidio, que esta localizado exclusivamente na camada interna da membrana e sua

presenca na camada externa da membrana estd associada com alteragdes hemostaticas € com um
risco aumentado de trombose (KUYPERS, 1998).

1.1.2 Fracéo proteica

As proteinas da membrana da hemécia podem ser classificadas em dois grupos:
1.1.2.1 Proteinas integrais

As proteinas integrais da membrana penetram ou atravessam completamente a bicamada
lipidica e interagem com o nucleo lipidico hidrofébico (LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al,
1998a). Este grupo inclui as proteinas de transporte como a banda 3, que € o canal trocador de
anions da hemacia, e as glicoforinas, que carregam receptores ou antigenos de superficie
(IOLASCON et al, 1998). Estas proteinas possuem normalmente trés dominios especificos: um

dominio extracelular, um dominio transmembrana e um dominio citoplasmatico.

Banda 3

A banda 3 € a principal proteina integral do eritrdcito, constituindo de 25 a 30% da fragéo
proteica da membrana. Estima-se que um milhdo e duzentas mil cOpias estejam presentes na
membrana (TANNER, 1993; LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER er al, 1998a; HASSOUN &
PALEK, 1996; GALLAGHER & FERREIRA, 1997; IOLASCON et al, 1998).

O gene da banda 3 eritréide pertence a uma familia multigénica de transportadores i6nicos
(ALPER, 1994), localiza-se no cromossomo 17q21-qter e codifica uma proteina de 911 aminoacidos
(TANNER et al, 1988; LUX et al, 1989; SAHR et al, 1994, SCHOFIELD et al, 1994), que contem
dois dominios funcionais e estruturais: um dominio citoplasméatico N-terminal de 43 kDa e um

dominio transmembrana C-terminal de 52 kDa (fig. 1).



LVS]

Capitulo 1. Introdugéo

Ligac¢do a proteinas Troeca CHCO;
Dominios funcionais ' 1 -
Dominios proteicos NH, Citoplasma Membrana COOH
Sitios de ligacéio conhecidos S =
[l Anquirina
[] Palidina
B Enzimas glicoliticas, hemicromos, hemoglobina
Anquirina, proteina 4.1
Figura 1: Estrutura da banda 3, mostrando os principais dominios funcionais e sitios de ligagdo a proteinas.

O dominio citoplasmatico esta envolvido com a ligagdo a diferentes proteinas eritrocitarias
citoplasmaticas, como por exemplo, a ligagdo a enzimas glicoliticas, & hemoglobina e aos
hemicromos resultantes da oxidacdo e desnaturagdo da hemoglobina (YU & STECK, 1975; DE &
KIRTLEY, 1977, MURTHY et al, 1981; TSAI et al, 1982; JENKINS et al, 1984; WALDER et al,
1984; CHETRITE & CASSOLY, 1985; WAUGH et al, 1987; MCPHERSON et al, 1992). Este
dominio também se liga a diferentes componentes do citoesqueleto (YU & STECK, 1975;
BENNETT & STENBUCK, 1979; BENNETT & STENBUCK, 1980; PASTERNACK et al, 1985;
KORSGREN & COHEN, 1986; KORSGREN & COHEN, 1988; DAVIS et al, 1989; THEVENIN
& LOW, 1990; LOMBARDO et al, 1992), mantendo a estabilidade e integridade celular através da
ancoragem do citoesqueleto & dupla camada lipidica (LOW, 1986; GIMSA & RIED, 1995;
GALLAGHER et al, 1998a; TANNER, 1997). O dominio transmembrana estd embebido na
bicamada lipidica e atravessa esta bicamada diversas vezes, formando algas intra e extracelulares
(LUX et al, 1989; WANG, 1994; GROVES & TANNER, 1999a; GROVES & TANNER, 1999b).
Este dominio € o responsavel pela troca CI'/HCOj", aumentando a capacidade do sangue de carregar
dioxido de carbono dos tecidos para o pulmido (HO & GUIDOTTI, 1975; WIETH et al, 1982;
JENNINGS, 1989). A banda 3 € expressa nos eritrocitos € nas células a-intercaladas dos tibulos
distais do rim (DRENCKHAHN et al, 1985; ALPER ef al, 1989; KOLLERT-JONES et al, 1993;
TANNER, 1996).
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Existem evidéncias de que a banda 3 esta associada a Glicoforina A na hemécia e que esta
pode ter um papel de chaperone em relagdo a banda 3 (TELEN & CHASIS, 1990; GROVES &
TANNER, 1992; GROVES & TANNER, 1994; KNOWLES et al, 1994; RING et al, 1994; BRUCE
et al, 1995; CHE & CHERRY, 1995; HUANG et al, 1996; HASSOUN et al, 1998). Além disso, a
banda 3 parece ser importante para a manuteng@o da assimetria dos fosfolipidios da membrana
eritrocitaria, uma vez que a ela apresenta uma atividade de flipase (ORTWEIN er al, 1994;
VONDENHOF et al, 1994), uma enzima que transporta fosfatidilserina da camada externa para a
camada interna da membrana (ZACHOWSKY ez al, 1989).

Glicoforinas

As Glicoforinas sdo sialoglicoproteinas cujas fungdes ndo estdo muito bem esclarecidas.
Entretanto, sabe-se que, além de carregar antigenos de superficie como os antigenos dos sistemas
MN e Gerbich (CHASIS & MOHANDAS, 1992; CARTRON et al, 1993; COLIN, 1995), elas séo
responsaveis pela maior parte da carga negativa de superficie, que impede as hemacias de aderirem
umas as outras e a parede vascular (LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a). Além
disso, as Glicoforinas possivelmente atuam no processo de sinalizaééo celular (CHASIS et al, 1988)
e provavelmente carregam receptores para o Plasmodium falciparum (ORLANDI et al, 1992) e para
determinadas viroses e bactérias (CHASIS & MOHANDAS, 1992; LUX & PALEK, 1995;
GALLAGHER et al, 1998a).

Outras proteinas integrais

A membrana possui ainda outros tipos de proteinas integrais, como a proteina RH, o
transportador de glicose, bombas idnicas dependentes de ATP como a Na'/K'-ATPase, vérias

quinases ¢ fosfatases, proteinas do sistema complemento, receptores hormonais, etc (LUX &

PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a).
1.1.2.2 Proteinas periféricas

As proteinas periféricas interagem com as proteinas integrais ou com lipidios na superficie

da membrana, mas nfo penetram no nucleo da bicamada (LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et
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al, 1998a). Na hemadcia, as principais proteinas periféricas da membrana estfio localizadas na face
citoplasmadtica e incluem tanto enzimas como proteinas estruturais (LUX & PALEK, 1995;
GALLAGHER et al, 1998a). As proteinas periféricas estruturais formam um complexo multi-
proteico denominado esqueleto da membrana eritrocitaria (TSE & LUX, 1999). As proteinas do
esqueleto interagem entre si, formando uma rede proteica que reveste internamente a membrana do
eritrocito (HASSOUN & PALEK, 1996; IOLASCON et al, 1998). Esta rede interage com as
proteinas transmembrana e com lipidios da bicamada (TSE & LUX, 1999), formando, assim, uma
estrutura que fornece suporte estrutural & membrana plasmatica, é responsével pela manutengio da
forma biconcava, e € responsével pela flexibilidade, elasticidade e deformabilidade que esta célula
precisa ter durante a sua viagem de 120 dias pelo sistema circulatério (GOODMAN et al, 1995;
GALLAGHER & FORGET, 1993; IOLASCON et al, 1998). As principais proteinas do
citoesqueleto sdo: alfa e beta-espectrina, anquirina, proteina 4.1, palidina e actina (HASSOUN &
PALEK, 1996; TSE & LUX, 1999).

Interacdes entre as proteinas da membrana eritrocitiria

A alfa e a beta-espectrina sdo duas cadeias longas e flexiveis, que alinham-se antiparalelamente,
formando um heterodimero (GOODMAN et al, 1995; HASSOUN & PALEK, 1996; GALLAGHER
& FORGET, 1996; IOLASCON et al, 1998; GALLAGHER & FORGET, 1998; TSE & LUX,
1999). Denomina-se de “cabe¢a” do dimero a regifo que contém o N-terminal da cadeia alfa e o C-
terminal da cadeia beta, sendo o oposto denominado de “cauda” do dimero (fig. 6). Os dimeros de
espectrina interagem ao nivel de sua "cabega" para formar tetrdmeros, em um processo denominado
de auto-associagio da espectrina (figs. 2 e 5) (LUX & PALEK, 1995; GOODMAN et al, 1995;
GALLAGHER et al, 1998a; HASSOUN & PALEK, 1996; GALLAGHER & FORGET, 1996:;
GALLAGHER & FORGET, 1998; IOLASCON et al, 1998; TSE & LUX, 1999). Varios tetrdmeros
de espectrina sdo interligados ao nivel das caudas através da interagio com uma estrutura
denominada de complexo juncional, composta de protofilamentos de actina, tropomiosina,
tropomodulina, aducina e proteina 4.1, formando, assim, uma estrutura de rede (figs. 2 e 3)
(GALLAGHER et al, 1998a; HASSOUN & PALEK, 1996; DELAUNAY et al, 1996; IOLASCON
et al, 1998; TSE & LUX, 1999). A interagio de um tetrdmero com o complexo juncional se da

através da ligagdo da beta-espectrina com um mondmero de actina. A proteina 4.1 se liga a beta-
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espectrina na mesma regido e aumenta a afinidade da ligagdo beta-espectrina/actina (figs. 2 e 3)
(HASSOUN & PALEK, 1996; WORKMAN & LOW, 1998; TSE & LUX, 1999). A proteina 4.1
também é capaz de se ligar simultaneamente & Glicoforina C, uma proteina integral da membrana,
fornecendo um ponto de ancoragem entre o citoesqueleto e a dupla camada lipidica (fig. 2)
(HASSOUN & PALEK, 1996; DELAUNAY et al, 1996; WORKMAN & LOW, 1998; IOLASCON
et al, 1998; TSE & LUX, 1999). Outro ponto importante de ancoragem se da através da anquirina,

que se liga simultaneamente & beta- espectrina na regido da cabega do dimero e a banda 3 na mem-

L apm MN I ARH MIN GE

protofilamento

sitio de auto-associagio de actina
de espectrina

tropomodulina

Lux e Palek 1995

Figura 2: Modelo esquematico da estrutura da membrana eritrocitaria, mostrando as principais relages inter-
proteicas. (1i) antigenos do grupo li. (ABH) antigenos do sistema ABH. (MN) antigenos do sistema
MN. (GE) antigenos do sistema Gerbich. Modificado a partir de Lux e Palek (1995).

brana (fig. 2). A palidina ou proteina 4.2, por sua vez, se liga a banda 3 na regido de ligacdo a

anquirina, supostamente aumentando a interagdo banda 3/Anquirina (GALLAGHER et al, 1998a;
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HASSOUN & PALEK, 1996; IOLASCON et al, 1998; TSE & LUX, 1999). Finalmente, esta
ancoragem do citoesqueleto a membrana € coadjuvada por interagdes fracas da espectrina e da
proteina 4.1 com os lipidios negativamente carregados presentes na ldmina interna da bicamada
(HASSOUN & PALEK, 1996).

As viérias interagdes inter-proteicas que acontecem na membrana sugerem um modelo
estrutural composto de dois tipos de interagdo (fig. 4): as interagdes proteicas verticais, que
garantem a ancoragem do citoesqueleto a bicamada lipidica e as intera¢des proteicas horizontais,
que sdo responsaveis pela deformabilidade lateral e extensibilidade do esqueleto (PALEK, 1987;
HASSOUN & PALEK, 1996; TSE & LUX, 1999).

Dimero de
E spectrina

z ‘L;&ijb

*:-:i e
1 Y N ek

Mondmero de actina

Tropomiosina

Glicofotina C

Figura 3: A) A estrutura do complexo juncional. B) eletromicrografia (b,d) e esquemas representativos (c, €),
mostrando a formacdo de uma estrutura de rede do citoesqueleto eritrocitario, através da
interligacfo dos tetrdmeros de espectrina pelo complexo juncional. Modificado a partir de Lux e
Palek (1995).
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Lux e Palek, 1995

Esquema da membrana eritrocitdria, evidenciando as interagdes proteicas horizontais e verticais. As
hipéteses para a formagido dos eritrocitos com morfologia alterada na eliptocitose e esferocitose
hereditérias (EIH e EsH) também estédo esquematizadas.Modificado a partir de Lux e Palek (1995).
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Espectrina

A espectrina € uma das proteinas mais abundantes do esqueleto da membrana eritrocitaria,
estando presente em aproximadamente duzentas mil cépias por célula (GALLAGHER et al, 1998a;
HASSOUN & PALEK, 1996; IOLASCON et al, 1998). Ela tem a funcéio de manter a forma celular,
regular a mobilidade lateral das proteinas integrais da membrana e fornecer suporte estrutural a
dupla camada lipidica (GOODMAN et al, 1995; GALLAGHER & FORGET, 1996; GALLAGHER
et al, 1998a; GALLAGHER & FERREIRA, 1997; GALLAGHER & FORGET, 1998).

Os humanos apresentam quatro genes relacionados a espectrina: os genes da alfa e beta-
espectrina e os genes da alfa e beta-fodrina (também denominadas de espectrinas ndo eritrdides)
(LUX & PALEK, 1995; GOODMAN et al, 1995). A alfa-espectrina é somente expressa no
eritrocito, enquanto que a beta-espectrina é expressa também no tecido muscular e cerebral
(WINKELMANN & FORGET, 1993; GOODMAN et al, 1995; LUX & PALEK, 1995;
GALLAGHER er al, 1998a). Recentemente, foi descrito um promotor responséavel pela expressdo da
1soforma eritréide da beta-espectrina (GALLAGHER et al, 1999). A fodrina, por sua vez, é expressa
em todas as células e tecidos e é amplamente distribuida nos vertebrados e invertebrados (LUX &
PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a; PASCUAL et al, 1997, BECK & NELSON, 1998).
Estas evidéncias sugerem que a espectrina é uma proteina mais especializada e evolutivamente mais
recente que a fodrina (WINKELMANN & FORGET, 1993; LUX & PALEK, 1995). A espectrina e
a fodrina sdo similares estrutural e funcionalmente e sdo membros de uma superfamilia de proteinas,
que inclui a a-actinina € a distrofina (DHERMY, 1991; AMIN et al, 1993; LUX & PALEK, 1995;
BECK & NELSON, 1998, IOLASCON et al, 1998). Uma caracteristica comum a todos os membros
desta superfamilia de proteinas € a capacidade de se ligar a actina.

O gene que codifica a alfa-espectrina eritrdide esta localizado no cromossomo 1 na regio
q22-q23 (HUEBNER et al, 1985; GOODMAN et al, 1995; LUX & PALEK, 1995; HASSOUN &
PALEK, 1996; DELAUNAY et al, 1996; IOLASCON et al, 1998). Estima-se para 0 gene um
tamanho de 80 kb correspondente a0 DNA gendmico. O ¢cDNA ¢ formado por 8001 pb,
compreendido por 52 éxons que codificam 2429 aminoacidos (SAHR et al, 1990; KOTULA et al,
1991; GOODMAN et al, 1995; DELAUNAY et al, 1996; IOLASCON et al, 1998).
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O gene que codifica a beta-espectrina eritréide encontra-se no cromossomo 14 (PRCHAL et
al., 1987, GOODMAN et al, 1995), banda q23-q24.2 (FUKUSHIMA et al, 1990; LUX & PALEK,
1995; HASSOUN & PALEK, 1996; DELAUNAY et al, 1996; IOLASCON et al, 1998). Este gene
de cerca de 100 kb, compreende 32 éxons com 6411 pb correspondentes ao cDNA, que codificam
2137 aminoacidos (WINKELMANN et al, 1990a; AMIN et al, 1993; DELAUNAY et al, 1996;
IOLASCON et al, 1998).

As cadeias alfa e beta da espectrina apresentam uma organizagdo estrutural similar, que
consiste em uma sucess@o de repeticdes de 106 aminoécidos (fig. 5) (SPEICHER & MARCHES],
1984; LUX & PALEK, 1995; GOODMAN et al, 1995; GALLAGHER et al, 1998a; HASSOUN &
PALEK, 1996; DELAUNAY et al, 1996; IOLASCON et al, 1998).

A alfa-espectrina apresenta 22 unidades de repeticdo, sendo que 20 destas repeti¢Ges sdo
relativamente homologas € sdo numeradas de al-a9 e all-a21 (SAHR et al, 1990; LUX &
PALEK, 1995; GOODMAN et al, 1995; GALLAGHER et al, 1998a; HASSOUN & PALEK, 1996;
IOLASCON et al, 1998) Dois segmentos da alfa-espectrina ndo apresentam homologia com os
demais: um segmento central curto, que corresponde a repeticdo a10 e possui um dominio SH3, e
um segmento C-terminal mais longo (correspondente a repeti¢do d22), que contem dois dominios de
ligacdo de calcio do tipo "EF hand' (fig. 5) (SAHR et al, 1990; LUX & PALEK, 1995;
GOODMAN et al, 1995; GALLAGHER et al, 1998a; HASSOUN & PALEK, 1996; IOLASCON et
al, 1998). Acredita-se que o calcio tenha uma influéncia na estrutura do citoesqueleto
(TAKAKUWA & MOHANDAS N, 1988; TANAKA ef al, 1991), embora nenhuma evidéncia direta
exista de que a alfa-espectrina se ligue ao calcio através dos seus dominios “EF hand” (GOODMAN
et al, 1995; LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a). A fungdo do dominio SH3 da alfa-
espectrina é desconhecida, mas em outras proteinas estes dominios funcionam como sitios de
ligacdo de varias proteinas sinalizadoras as membranas (KOCH et al, 1991; LUX & PALEK, 1995;
GALLAGHER et al, 1998a). Logo, na hemdcia, este dominio poderia ser importante para as
interacdes do citoesqueleto € para as vias de sinalizacdo celular (GOODMAN et al, 1995).

A beta-espectrina, por sua vez, é numerada de 1 a B17 com 17 repeti¢Ges homdlogas de 106
aminoacidos (WINKELMANN et al, 1990a; LUX & PALEK, 1995; GOODMAN et al, 1995,
GALLAGHER et al, 1998a; HASSOUN & PALEK, 1996; DELAUNAY et al, 1996; IOLASCON

et al, 1998), além de um segmento ndo homdlogo N-terminal que contém o dominio de ligagdo da
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actina e um segmento ndo homologo C-terminal curto que contém, pelo menos, quatro sitios de
fosforilagdo e estda envolvido na auto-associagdo dos heterodimeros de espectrina (fig. 3)
(KARINCH ef al, 1990; WINKELMANN et al, 1990a; AMIN et al, 1993; LUX & PALEK, 1995;
GOODMAN et al, 1995; GALLAGHER et al, 1998a; HASSOUN & PALEK, 1996). A repeti¢do
B15 e parte da repeticdo P16 sdo modificadas, formando o sitio de ligagdo a anquirina (fig. 5)
(KENNEDY et al, 1991; LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a; HASSOUN &
PALEK, 1996; IOLASCON et al, 1998). O sitio de ligacdo a proteina 4.1 ndo € bem definido, mas
situa-se provavelmente logo apos o sitio de ligagdo a actina na regido N-terminal (fig. 5) (BECKER
et al, 1990; LUX & PALEK, 1995; GOODMAN et al, 1995; GALLAGHER et al, 1998a;
HASSOUN & PALEK, 1996; [IOLASCON et al, 1998).

NH, COOH

EF Hands 3 4 SH3 E Anquirina \;‘.a
I»'_ltll Y B O O D T IS Y —" T-f 1.1 Y <3 ” | = 5 ) B T
COOH | 3 1 iioi1ai 17 1815 1413 12 1108 9 8 716, 5/ 4. 3 211 o wdef il o
Actina Sifio de Sitio de auto-associagio Sitio de EF
4.1 recrutamentn Anguiring SH3 recrutamento Hands
i Je=

=7 O B R R 0 s v
; 2_53{_4;5!6:31a!aimu;uﬁuhswuﬂm 1920202 | COOH
I

ﬁ | COOH NH, | &

g o< i

Figura 5: Estrutura da espectrina . A estrutura das cadeias da o e P-espectrina, mostrando as repeti¢des
homélogas em verde ou branco e as repeti¢des ou regides ndo homélogas em laranja. Os sitios
funcionais conhecidos estio assinalados. Na parte inferior da figura estd o modelo de auto-
associacdo da espectrina, com a formagdo de uma tripla-hélice hibrida entre as cadeias da o.- e B-
espectrina. (P) sitio de fosforilacdo. Modificado a partir de Lux e Palek (1995).
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A formagido dos heterodimeros de espectrina compostos de uma cadeia alfa e uma cadeia
beta se da como o fechamento de um ziper (“zipper-like”) a partir de um sitio de recrutamento
composto de quatro repeticdes de cada cadeia (a19-022 e B1-f4) e estd localizado na cauda do
dimero, onde ocorre a ligagdo com a actina (fig. 5) (SPEICHER et al, 1992; LUX & PALEK, 1995;
GALLAGHER et al, 1998a; HASSOUN & PALEK, 1996; IOLASCON er al, 1998; TSE & LUX,
1999).

Segundo o modelo de SPEICHER & MARCHESI (1984), cada repeticdo de 106
aminoacidos esta na forma de uma tripla hélice, sendo que 2 hélices 3 juntam-se a uma hélice a ao
nivel de cabega de dimeros opostos (TSE et al, 1990; SPEICHER et al, 1995; DELAUNAY &
DHERMY, 1993; TSE & LUX, 1999), formando uma tripla-hélice hibrida e associando os dimeros
em tetrdmeros compostos de 2 cadeias alfa e 2 cadeias beta (fig. 5) (TSE et al., 1990; DELAUNAY
& DHERMY 1993; SPEICHER et al, 1993; LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a;
HASSOUN & PALEK, 1996). Cada hélice tripla de 106 aminoacidos possui uma regido nfo
helicoidal conectante com o segmento adjacente, a qual pode prover a flexibilidade da molécula (fig.
5) (SPEICHER & MARCHESI, 1984; GALLAGHER & FORGET, 1993).

A hélice tripla repetida consiste de regides alternadamente hidrofébicas e hidrofilicas,
formando uma estrutura resistente a protedlise (TSE et al., 1990; GALLAGHER et al, 1992a).
Dessa forma, a alfa e a beta-espectrina sdo divididas em dominios resistentes a digestdo pela tripsina
(fig. 6). A cadeia alfa da espectrina é dividida em cinco dominios ¢ a cadeia beta em quatro
dominios (LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a). Os dominios resultantes da
protedlise sdo designados por algarismos romanos e de acordo com o peso molecular. Assim, a a-
espectrina é composta dos dominios al80, cll46, olll52, alV41 e aV41 kDa, enquanto que a beta-
espectrina € composta dos dominios BI28, BI165, PII33 e BIV74 kDa e de um fragmento que
carrega o sitio de fosforilagdo (fig. 6) (DELAUNAY et al, 1990; GALLAGHER & FORGET, 1993;
LUX & PALEK, 1995). O dominio I da oa-espectrina (spal/80) ¢ composto por 12 éxons,
correspondentes a 17 kb, que codificam os primeiros 526 aminodacidos, formando 5 estruturas
helicoidais triplas (SAHR et al., 1989; PALEK & LAMBERT, 1990; DELAUNAY & DHERMY,

1993). Este dominio localiza-se na regido N-terminal e corresponde a regido envolvida na auto-
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Figura 6: Estrutura da espectrina II. Os dominios da resisténcia a digestdo triptica das cadeias o e B da
espectrina encontram-se alinhados de acordo com a sua posigdo na cadeia proteica. As repeticdes
homologas de 106 aminodcidos da o e PB-espectrina estdo marcadas em verde. As repeticdes
modificadas, bem como as regides ndo homologas das duas cadeias estio marcadas em azul. (EF)
fragmento que contém os sitios de liga¢do de célcio do tipo EF-hand. (P) fragmento que contém os
sitios de fosforilagdo. (AB) fragmento que contém o sitio de ligagdo 4 actina. Modificado a partir de
Speicher et al (1992).

Angquirina ou proteina 2.1

A anquirina € a principal proteina envolvida na liga¢do do citoesqueleto 2 membrana
eritrocitaria (PALEK & LAMBERT, 1990; PLATT et al, 1993; GALLAGHER et al, 1997¢c),
fazendo a conexdo entre os tetrameros de espectrina e o dominio citoplasmatico da banda 3 (fig. 2)
(PETERS & LUX, 1993; LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a; HASSOUN &
PALEK, 1996; IOLASCON et al, 1998; TSE & LUX, 1999). Estima-se que a anquirina esteja
presente em cem mil copias por célula (SCHRIER, 1985; PALEK & LAMBERT, 1990; LUX &
PALEK, 1995; DELAUNAY et al, 1996).

O gene que codifica a proteina 2.1 ou anquirina esté localizado no cromossomo 8 na regido
pll.2, compreendendo 42 éxons, com cDNA estimado em 7 Kb (PETERS & LUX, 1993;
DELAUNAY et al, 1996; HASSOUN & PALEK, 1996; IOLASCON et al, 1998). A anquirina

eritrocitaria humana é, na verdade, uma mistura de proteinas de diferentes tamanhos. A isoforma
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DELAUNAY et al, 1996; HASSOUN & PALEK, 1996; IOLASCON et al, 1998). A anquirina
eritrocitaria humana é, na verdade, uma mistura de proteinas de diferentes tamanhos. A isoforma
principal da anquirina (banda 2.1) é uma proteina de 206 kDa (210 kDa em SDS-PAGE), que ¢
composta por 1880 aminoacidos (PETERS & LUX, 1993; LUX & PALEK, 1995; HASSOUN &
PALEK, 1996; DELAUNAY et al, 1996; IOLASCON er al, 1998). Entretanto, existem outras
espécies da anquirina de migra¢do rapida, designadas bandas 2.2 (195 kDa), 2.3 (170 kDa) e 2.6
(145 kDa) (SCHRIER, 1985; PALEK & LAMBERT, 1990, PETERS & LUX, 1993; LUX &
PALEK, 1995; GALLAGHER er al, 1998a; IOLASCON et al, 1998), que sdo resultado de
mensagens diferentes originadas por clivagem alternativa do transcrito primario (LAMBERT et al,
1990; LUX et al, 1990; BIRKENMEIER er al, 1993; LAMBERT & BENNET, 1993;
GALLAGHER et al, 1992b; LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a; GALLAGHER et
al, 1997¢).

Assim como a espectrina, a anquirina pertence a uma familia multigénica e os diferentes
tipos de anquirina sdo amplamente expressos, talvez em todas as células (PETERS & LUX, 1993;
LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et a/, 1998a). A anquirina eritrdide € expressa também em
midcitos, em macrofagos, nas células endoteliais e no cérebro (MOON et al, 1985; PETERS et al,
1991; PETERS & LUX, 1993; LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et a/, 1998a). Assim como a
anquirina eritrdéide, as anquirinas ndo eritrdides se ligam a inumeras proteinas integrais das
membranas celulares, sugerindo que as anquirinas tem a fungfo de recrutar estas proteinas integrais
para dominios especificos das membranas, presumidamente através de interagbes locais com
proteinas do citoesqueleto (PETERS & LUX, 1993; LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER er al,
1998a; GALLAGHER et al, 1997c). Além disso, as anquirinas funcionam como adaptadores
moleculares: proteinas que mediam e, presumidamente, regulam as interagdes entre componentes
integrais da membrana (transportadores, receptores e proteinas adesivas) com elementos do
citoesqueleto (PETERS & LUX, 1993)

A isoforma principal da anquirina eritroide (banda 2.1) é composta de trés dominios
funcionais distintos: um dominio N-terminal de 89 kDa, um dominio central de 62 kDa e um dominio
C-terminal de 55 kDa (fig. 7). Todos os trés dominios apresentam uma estrutura terciaria globular e
presume-se que exista uma molécula de anquirina por tetrdmero de espectrina (PALEK &

LAMBERT, 1990; PETERS & LUX, 1993; LUX & PALEK, 1995).
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Figura 7: Estrutura da anquirina eritrocitaria. O dominio de ligagdo 4 membrana (89 kDa) contém 24

repeticGes de 33 aminoacidos agrupadas em 4 unidades de dobramento, com 6 repeticdes cada. As
repeticdes 7-12 (unidade de dobramento 2) e 13-24 (unidades de dobramento 3 e 4) formam dois
sitios cooperativos para liga¢do & banda 3. O dominio de ligagéio a espectrina (62 kDa) contém o
sitio de ligagdo a espectrina. O dominio regulatério (55 kDa) modula a funcio de ligagdo dos outros
dois dominios ¢ ¢ alvo do processo de clivagem alternativa, que gera as diferentes isoformas da
anquirina na hemécia e nos outros tecidos. Modificado a partir de Lux e Palek (1995).

O dominio N-terminal de 89 kDa (residuos 2 a 827) contem o sitio de ligagdo para banda 3 (fig.
7). Os 10 primeiros aminodcidos e os tltimos 30 sdo tnicos, mas o niicleo do dominio (residuos 11 a
796) ¢ formado por 24 repeti¢des sucessivas de 33 aminoacidos, dos quais 15 sdo evolutivamente bem
conservados (LAMBERT et al, 1990; LUX et al, 1990; PETERS & LUX, 1993; HASSOUN &
PALEK, 1996; LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a; GALLAGHER et al, 1997c:
IOLASCON et al, 1998). Estas repeti¢es tém sido descritas em diferentes organismos e em um grande
numero de proteinas evolutiva e funcionalmente muito diferentes (LUX ez al, 1990; BLANK et al,
1992; PETERS & LUX, 1993). A conservagdo evolutiva destas repetigdes em um grupo tio diverso de
proteinas sugere um importante papel estrutural e funcional (LUX ez al, 1990; PETERS & LUX, 1993).
Provavelmente, as por¢es conservadas das repeti¢des estdo envolvidas na formagio de uma estrutura
comum, que coloca os residuos variaveis em diferentes arranjos na superficie da proteina, que, por sua
vez, sd0 capazes de interagir com uma variedade de proteinas. O sucesso evolutivo destas repeticdes se
deve, portanto, ao fato destas repeti¢des constituirem um moédulo versitil de geragio de interfaces de
dimerizagdo altamente especificas, que tem sido moldadas pela evolugéo para interagir com diferentes

proteinas e até mesmo com o DNA (PETERS & LUX, 1993).
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Na anquirina eritroide, as repeti¢des 7-12 e 13-24 representam os dois sitios de ligagdo com a
banda 3 (fig. 7) (DAVIS et al, 1991; MICHAELY & BENNET, 1995; LUX & PALEK, 1995;
GALLAGHER et al, 1998a; HASSOUN & PALEK, 1996). Estas repeticdes se dobram para assumir
uma conformagdo do tipo “helix-turn-helix” ou “helix-turn-f-sheet”. Como este dominio apresenta
apenas cerca de 30% de sua composi¢do na forma de «-hélice, a tltima alternativa € a mais provéavel
(PETERS & LUX, 1993).

O dominio central de 62 kDa (residuos 828 a 1382) contem o sitio de ligagdo para a beta-
espectrina (fig. 7) e pode ser dividido em trés subdominios: um subdominio N-terminal acido, um
central basico e um C-terminal neutro, sendo estes dois Ultimos altamente conservados (PETERS &
LUX, 1993; LUX & PALEK, 1995; IOLASCON et al, 1998). O sitio de ligagdo a espectrina ¢
formado pela regido inicial (N-terminal) e central deste dominio (PLATT et al, 1993; LUX &
PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a; HASSOUN & PALEK, 1996). A por¢do conservada
central deste dominio tem a fungdo de ligacdo especifica a espectrina, enquanto que a porgdo
variavel na regifo N-terminal pode dar contornos distintos ao sitio de ligagdio com a espectrina, de
tal forma que a anquirina eritrocitaria se ligaria preferencialmente com a espectrina eritrocitaria e
outros tipos de anquirina com outros tipos de espectrina (PETERS & LUX, 1993).

O dominio C-terminal de 55 kDa (residuos 1383 a 1881) é chamado de regulatério, uma vez
que ele contém seqiiéncias regulatorias que aumentam ou diminuem a afinidade da anquirina pela
espectrina e pela banda 3, modulando desta forma estas interagdes (fig. 7) (LUX et al, 1990a; HALL &
BENNET, 1987; DAVIS et al, 1992; PETERS & LUX, 1993; LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER
et al, 1998a; HASSOUN & PALEK, 1996; IOLASCON et al, 1998). Algumas destas seqiiéncias
regulatérias sdo geradas por clivagem alternativa, criando diferentes isoformas da anquirina com
diferentes tamanhos e fun¢des (HALL & BENNET, 1987, LAMBERT et al, 1990; LUX et al, 1990a;
DAVIS et al, 1992, GALLAGHER et al, 1992b; BIRKENMEIER et al, 1993; LAMBERT &
BENNET, 1993; LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a; GALLAGHER et al, 1997c;
IOLASCON et al, 1998). A banda 2.2, por exemplo, ¢ gerada por clivagem alternativa (LAMBERT et
al, 1990; LUX et al, 1990; DAVIS et al, 1992) e é considerada uma isoforma ativada da anquirina, ja
que apresenta afinidade trés vezes maior pela espectrina ¢ maior capacidade de ligagdo a banda 3

(HALL & BENNET, 1987; DAVIS et al, 1992). Este mecanismo de clivagem alternativa, portanto,
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conferiria aos diferentes subtipos de anquirina encontrados no eritrécito (também conhecidos como

proteinas 2.1, 2.2, 2.3 e 2.6), diferentes propriedades regulatorias.
Proteina 4.1

O gene da proteina 4.1 localiza-se no cromossomo | na regido p33-p34.2 e sua estrutura é
complexa. Ele abrange uma regido entre 200 e 300 kb e contém pelo menos 24 €xons, incluindo 10
éxons, que podem ser clivados alternativamente. Isto leva a uma notavel diversidade de isoformas
da proteina 4.1, expressas nas cé€lulas eritréides e ndo-eritréides (COHEN et al, 1982; TANG et al,
1990; CHASIS et al, 1993; CONBOY, 1993; HORNE et al, 1993; HUANG et al, 1993,
DELAUNAY et al, 1996; BAKLOUTI et al, 1997; SCHISCHMANOFF et al, 1997, CONBOY,
1999). Esta proteina pertence a uma superfamilia de proteinas que inclui a talina, ezrina, moesina e
radixina (FUNAYAMA et al, 1991; LANKES & FURTHMAYR, 1991; LUX & PALEK, 1995;
DELAUNAY et al, 1996; GALLAGHER et al, 1998a).

A proteina 4.1 eritréide atua conectando os tetrdmeros de espectrina no plano do esqueleto e
ajudando a ancorar o citoesqueleto & membrana sobrejacente (Figs 2 e 3) (CONBOY, 1993). E uma
proteina globular de tamanho predito de 66 kDa, mas migra como uma protefna de 80 kDa em géis
de SDS (CONBOY et al, 1986; LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a; CONBOY,
1999) e esta presente em cerca de duzentas mil copias por célula (CONBOY, 1993; GALLAGHER

Dominios : e

Sitios de ligagado

conhecidos
Glicoforina C Espectrina
Calmodulina Actina
Proteina p55 Miosina
Banda 3

Lux e Paleck, 1995

Figura 8:  Estrutura da proteina 4.1, mostrando os dominios proteicos e as fungdes conhecidas. Modificado a
partir de Lux e Palek (1995).
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et al, 1998a). Existem quatro dominios estruturais definidos por protedlise: um dominio N-terminal
de 30 kDa, dois dominios centrais de 16 e 10 kDa e um dominio C-terminal de 22/24 kDa (fig. 8)
(LETO & MARCHESI, 1984; CONBOY, 1993; LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al,
1998a).

No plano do citoesqueleto, a proteina 4.1 atua amplificando a interagdio espectrina/actina,
que, de outra forn{a, ¢ uma interacdo fraca (figs. 2 e 3). Esta atividade ¢ realizada através da ligagdo
da proteina 4.1 com a beta-espectrina e actina (FIGS. 2 e 3) (COHEN & FOLEY, 1982; OHANIAN
et al, 1984; COHEN & FOLEY, 1984; BECKER et al, 1990; CONBOY, 1993; MORRIS & LUX,
1995, LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a). A regido da proteina 4.1 envolvida na
interacdo com a espectrina corresponde a um peptideo de 21 aminoécidos localizado na porg¢do N-
terminal do dominio de 10 kDa e a regifio envolvida na interagdo com a actina corresponde aos 26
aminoacidos seguintes localizados no mesmo dominio (LETO & MARCHESI, 1984; CORREAS er
al, 1986a e b; DISCHER et al, 1993; CONBOY, 1993; HORNE et al, 1993; SCHISCHMANOFF e¢
al, 1995; LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a).

A proteina 4.1 também se liga @ membrana e funciona como um segundo sitio de ancoragem
para a espectrina, através da ligagdo do dominio de 30 kDa com a glicoforina C (figs. 2 e 8) (REID
et al, 1990; CONBOY, 1993; GASCARD & COHEN, 1994; HEMMING et al, 1995; LUX &
PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a; WORKMAN & LOW, 1998, CONBOY, 1999).
Existem evidéncias de que a proteina 4.1 se liga a banda 3 (PASTERNACK et al, 1985; DANILOV
et al, 1990; LOMBARDO et al, 1992; GASCARD & COHEN, 1994), presumidamente neste
mesmo dominio, e é capaz de modular a interag&o banda 3/anquirina (AN ef al, 1996). Entretanto, a
ligacdo da proteina 4.1 a banda 3 ndo parece ser importante para a ancoragem do citoesqueleto a
dupla camada lipidica (WORKMAN & LOW, 1998). Este dominio de 30 kDa, também denominado
dominio de ligacdo a membrana, é o dominio mais conservado na superfamilia da proteina 4.1
(CONBOY, 1999), cujos membros parecem estar envolvidos na ligacdo de filamentos de actina as
membranas plasmaticas (GALLAGHER et al, 1998a).

O dominio de 16 kDa tem aparentemente uma fungfo regulatdria, ja que € capaz de modular
a afinidade de ligag8o dos dominios adjacentes pela banda 3 e pela espectrina (LING et al, 1988;
EDER et al, 1986, CONBOY, 1993). Nenhuma fun¢&o de ligagdo especifica ou fungéo regulatéria

foi atribuida, até o momento, para o dominio C-terminal de 22/24 kDa na principal isoforma



Capitulo 1. Introdugéo 19

eritrocitaria da proteina 4.1 (CONBOY, 1993). Entretanto, relatos de que esta regido € capaz de se
ligar a proteina NuMA do aparelho mitético nuclear (MATTAGAJASINGH et al, 1996) e a
imunofilina FKBP13 (WALENSKY er al, 1998), sugere a existéncia de multiplas fun¢Ges para este

dominio nas diferentes isoformas da proteina 4.1 nas células eucarioticas (CONBOY, 1999).
Palidina ou proteina 4.2

A palidina ou proteina 4.2 ¢ uma proteina de 72 kDa e esta presente em cerca de duzentas e
cingiienta mil copias por célula (COHEN et al, 1993). O gene da proteina 4.2 ou palidina situa-se no
cromossomo 15q15-q21, ocupa uma regido de cerca de 20 Kb e é composto de 13 éxons (NAJFELD
et al, 1992; KORSGREN & COHEN, 1991, HASSOUN & PALEK, 1996, DELAUNAY et al,
1996; IOLASCON et al, 1998). Existem varias isoformas geradas por clivagem alternativa dos
éxons 1, 3 e 5 na regido N-terminal da proteina (RYBICKI ez al, 1988; RYBICKI et al, 1994,
YAWATA, 1994; KORSGREN & COHEN, 1991; BOUHASSIRA et al,1990; BOUHASSIRA et
al, 1992; SUNG et al, 1992; COHEN et al, 1993; KANZAKI et al, 1995a e b; WADA et al, 1999).
A proteina de 72 kDa, onde apenas parte do éxon 1 estd ausente, € a espécie predominante nos
eritrocitos normais. O significado da existéncia destas diferentes isoformas € desconhecido.

Sabe-se que a palidina se liga ao dominio citoplasmatico da banda 3 (figs. 1 e 2) e parece ter
um importante papel, fortalecendo a interagdo entre a banda 3 e a anquirina (KORSGREN &
COHEN, 1986; KORSGREN & COHEN, 1988; RYBICKI er al, 1988; COHEN et al, 1993;
YAWATA, 1994; RYBICKI et al, 1995a e b; LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a;
HASSOUN & PALEK, 1996). Além disso, a palidina atua regulando negativamente o transporte
anidnico mediado pela banda 3, exercendo um efeito alostérico sobre a mesma (MALIK ef al, 1993;
DE FRANCESCHI er al, 1997). Existem evidéncias de que a palidina se liga & anquirina in vivo,
embora esta intera¢do ndo esteja ainda comprovada (KORSGREN & COHEN, 1988; LUX et al,
1990b; RYBICKI et al, 1988; INOUE et al, 1994). Além disso, GOLAN ef al (1996) mostraram que
a proteina 4.2 é capaz de se ligar & espectrina, aumentando as possibilidades de que esta proteina
funcione também como uma proteina de ligacdo acessoria, fortalecendo as interagdes entre as
proteinas do citoesqueleto e a banda 3 (RYBICKI et al, 1996).

Outra caracteristica interessante desta proteina € a sua homologia com as transglutaminases,

como o fator de coagulagdo VIII, sugerindo que a proteina 4.1 e as transglutaminases foram
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originadas de um ancestral comum (KORSGREN ez al, 1990; SUNG et al, 1990; KORSGREN &
COHEN, 1991; KIM et al, 1992; POLAKOWSKA et al, 1992; PHILIPS et al, 1990; PHILIPS et al,
1992; WERAARCHAKUL-BOONMARK et al, 1992; COHEN et al, 1993; TOKUNAGA et dl,
1993; KORSGREN & COHEN, 1994; RYBICKI et al, 1994; LUX & PALEK, 1995; HASSOUN &
PALEK, 1996; GALLAGHER et al, 1998a). A palidina, entretanto, ndo tem atividade de
transglutaminase (KORSGREN et al, 1990), de tal forma que uma outra caracteristica comum a
estas proteinas deve ser a responsavel pela manutengdo evolutiva desta homologia (LUX & PALEK,
1995; GALLAGHER et al, 1998a). Apesar da boa caracterizagdo genética e do possivel
envolvimento na estabilizagio da membrana, a fungdo exata da proteina 4.2 permanece elusiva
(KORSGREN & COHEN, 1994; HASSOUN & PALEK, 1996; ZHU et al, 1998).

Actina

A actina eritrocitaria é estrutural e funcionalmente similar a outras actinas (TILNEY &
DETMERS, 1975; LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a). Entretanto, diferentemente
das outras actinas nio musculares, a actina eritrocitaria esta presente sob a forma de protofilamentos
com cerca de 12 a 14 monbémeros de comprimento, organizados em uma dupla-hélice curta (BYERS
& BRANTON, 1985; LIU et al, 1987; LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a). Certas
evidéncias sugerem que o estado de polimeriza¢do da actina é funcionalmente importante para a
hemdcia, aumentando ou diminuindo a flexibilidade da membrana (NAKASHIMA & BEUTLER,
1979; LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a). Finalmente, a actina se liga a beta-
espectrina em uma interago fraca, que ¢ coadjuvada pela proteina 4.1 (COHEN & FOLEY, 1982;
OHANIAN et al, 1984; LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a).

Defeitos congénitos nas proteinas da membrana eritrocitaria séo causas comuns de anemia
hemolitica crdnica como, por exemplo, a eliptocitose, a piropoiquilocitose € a esferocitose

hereditarias.
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1.2 A Eliptocitose Hereditaria (EIH) e a Piropoiquilocitose Hereditaria

(PPH)

A Eliptocitose Hereditaria (EIH) constitui um grupo clinica, bioquimica e geneticamente
heterogéneo de doengas da membrana eritrocitaria (GALLAGHER et al, 1998a; TSE & LUX,
1999), caracterizado pela presenga de um grande nimero de hemacias elipticas (eliptocitos) ou ovais
(ovalécitos) no sangue periférico (LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER & FERREIRA, 1997
GALLAGHER et al, 1998a). A EIH apresenta também um amplo espectro de manifesta¢Ges
clinicas, desde o portador assintomatico até a presenga de anemia hemolitica grave dependente de
transfusdo (GALLAGHER et al, 1998a; TSE & LUX, 1999). Deste modo, os pacientes podem
também apresentar ictericia pelo aumento da bilirrubina indireta, esplenomegalia, reticulocitose e
reducdo de haptoglobina (DELAUNAY er al, 1990). Nos casos mais graves, manifesta-se a
Piropoiquilocitose Hereditaria (PPH), onde a morfologia eritrocitdria assemelha-se aquela exibida
por pacientes apds o sofrimento de queimaduras térmicas (GALLAGHER & FERREIRA, 1997;
GALLAGHER et al, 1998a), ocorrendo uma poiquilocitose acentuada, acompanhada de células de
contorno bizarro, hemacias fragmentadas (esquizdcitos), esferdcitos (hemacias esféricas) e poucos
ou nenhum eliptdcito. Apesar da PPH ter sido considerada uma doenga independente no passado,
hoje sabe-se que ela € genética e bioquimicamente relacionada a EIH (LUX & PALEK, 1995;
GALLAGHER et al, 1998a). Pacientes portadores de PPH so freqiientemente homozigotos ou
heterozigotos compostos para mutagdes eliptocitogénicas ou, entdo, sdo portadores de um alelo
eliptocitogénico acompanhado de um polimorfismo de baixa expressdo (GALLAGHER et al,
1998a; TSE & LUX, 1999).

As estimativas para a incidéncia de EIH na populagdo mundial oscilam em torno de 1 para
cada 2000 até 1 para cada 4000 individuos. A incidéncia verdadeira é desconhecida porque a
gravidade clinica da EIH é heterogénea e existem muitos portadores assintomaticos (GALLAGHER
& FERREIRA, 1997, GALLAGHER et al, 1998a). Entretanto, sabe-se que a EIH € mais comum em
individuos de origem africana, sendo que na Africa equatorial a incidéncia de EIH se aproxima de

1% (LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a). Esta freqiiéncia mais elevada se deve
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provavelmente  pressdo seletiva exercida pela maldria, ja que os eliptdcitos conferem um certo grau
de resisténcia & infec¢fio malarica (SCHULMAN et al, 1990; LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER
& FERREIRA, 1997). A PPH apresenta uma heranga de caréter recessivo, enquanto a EIH apresenta
uma heranga autossémica dominante (LUX & PALEK, 1995). Como aElH e a PPH sdo diferentes
manifestacdes da mesma sindrome, é correto afirmar que esta sindrome apresenta uma heranga
autossdmica com dominéncia intermediaria ou incompleta.

O defeito bioquimico principal dos eritrécitos portadores de EIH/PPH € uma fragilidade
exacerbada do esqueleto da membrana eritrocitaria (GALLAGHER & FERREIRA, 1997). Sabe-se
que os precursores eritroides sdo arredondados (HARTZ et al., 1984, LUX & PALEK, 1995;
GALLAGHER et al, 1998a) e que as células se tornam progressivamente mais elipticas & medida
que envelhecem (LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a). E possivel que as frageis
interagSes do esqueleto facilitem uma reorganizagdo do mesmo apés uma deformago celular
prolongada ou repetitiva (fig. 4) (LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a), como a que
ocorre nos capilares. As bases moleculares deste defeito sio mutagdes nos genes que codificam as
proteinas do esqueleto da membrana, envolvidas na formagdo das interagdes proteicas na dimensdo
horizontal (fig. 4): alfa-espectrina, beta-espectrina e protefna 4.1 (TSE & LUX, 1999).
Interessantemente, alguns casos de EIH foram associados com uma deficiéncia de Glicoforina C

(LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER & FERREIRA, 1997; GALLAGHER et al, 1998a).
1.2.1 Defeitos na auto-associacio dos heterodimeros de espectrina

Mutagdes que afetam a integridade estrutural da espectrina sdo importantes desencadeadoras
da EIH (TSE & LUX, 1999). Defeitos no sitio de auto-associagdo da espectrina sdo encontrados na
maioria dos casos de EIH e em todos os casos de PPH (LUX & PALEK, 1995), tornando o
citoesqueleto da membrana mecanicamente fragil e quebradico (GALLAGHER & FERREIRA,
1997).

1.2.1.1 Defeitos da alfa-espectrina

Vinte e seis mutagdes no gene da alfa-espectrina ja foram descritas em pacientes com

EIH/PPH (tabela 1 — apéndice A). A maioria consiste de mutagbes de ponto do tipo missense
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agrupadas em torno das primeiras unidades de repeti¢do de 106 aminod4cidos da alfa-espectrina, que
constituem o sitio de auto-associacdo dos dimeros em tetrameros (TSE & LUX, 1999). Algumas
mutagdes envolvem uma delegdo “in-frame” de pequenos segmentos do peptideo (tabela 1 —
apéndice A). Estas mutacdes provavelmente impedem um dobramento correto da cadeia da alfa-
espectrina, interferindo com a sua capacidade de interagir com a beta-espectrina (TSE & LUX,
1999).

Ao nivel proteico a maioria destas mutagdes encontra-se no dominio al de 80 kDa (fig. 6)
correspondente & extremidade N-terminal da cadeia da alfa-espectrina (LUX & PALEK, 1995;
GALLAGHER et al, 1998a). Estes defeitos sdo de facil caracterizagio, j4 que nestes casos, o
peptideo normal de 80 kDa (spal/80), obtido pela digestdo triptica da o-espectrina, encontra-se
substituido por peptideos de outros pesos moleculares, como por exemplo 50 kDa (sp al/50), 65
kDa (spal/65), 74 kDa (spal/74), etc (LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et dl, 1998a). Isto
sugere a criagdo de novos sitios de clivagem para a tripsina ou 0 aumento da susceptibilidade de
sitios ja existentes devido, possivelmente, a alteragcSes conformacionais ou a um dobramento
incorreto das cadeias de espectrina.

Alguns casos foram descritos, com mutagdes no dominio all de 46 kDa (tabela 1 — apéndice
A). gerando também um padrdo de digestdo triptica anormal de ficil caracterizacdo. Pacientes
portadores de alteragdes no dominio all apresentam uma sintomatologia clinica mais branda, que
aquela apresentada por pacientes portadores de defeitos no dominio al (TSE & LUX, 1999), ja que
essas mutagGes, devido a distdncia, tem um efeito minimo sobre o processo de auto-associagdo
(LUX & PALEK, 1995).

De forma geral, tem-se que quanto mais préxima estiver a mutaciio do sitio de auto-
associagdo dos dimeros, maior serd o seu efeito dirﬁptivo (GALLAGHER et al, 1998a; TSE &
LUX, 1999). Por exemplo, muta¢Ses no codon 28, que esta localizado dentro do sitio de contato
com a beta-espectrina, estdo geralmente associadas com manifestagdes fenotipicamente graves da
EIH ou com PPH. Por outro lado, a inser¢do de uma leucina no cédon 154 (mutagio freqliente na
Africa Central e Ocidental), € fenotipicamente muito branda e estd associada com pouca ou
nenhuma eliptocitose (GALLAGHER & FERREIRA, 1997).
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A gravidade de uma mutagfo especifica também ¢ influenciada pela quantidade de espectrina
mutante presente na membrana, fator que é regulado por polimorfismos de baixa expressdo, como o
polimorfismo o**-Y (vide préxima segdo) (LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER & FERREIRA,
1997).

Casos de mutagdes que resultam em uma alfa-espectrina truncada (caracterizada por uma
redugiio em sua massa molecular) sdo muito raros (TSE & LUX, 1999) e estdo sempre associados a
delecdes “in-frame” (tabela 1 — apéndice A), ou seja, mutagdes que ndo alteram o quadro de leitura.
Uma alteragiio do quadro de leitura est4 freqiientemente associada ao aparecimento de um codon de
terminagdo prematuro, que no caso da alfa-espectrina, levaria a perda do sitio de recrutamento (fig.
5) e, portanto, ndo haveria incorporagdo da alfa-espectrina mutante na membrana (TSE & LUX,
1999). Este tipo de mutagdo existe no gene da alfa-espectrina, mas esta associado ao aparecimento

de um segundo grupo de anemias hemoliticas: a esferocitose hereditaria (EsH) (ver segéo 1.3.1.1).
polimorfismo oELY

Como ja mencionado anteriormente, uma das caracteristicas mais marcantes da Eliptocitose
hereditaria é a sua variabilidade clinica. Isto ¢ atribuido em parte a grande heterogeneidade de
defeitos moleculares que podem provocar esta doenca (PALEK & SAHR, 1992). Entretanto, em
muitas familias, existem individuos afetados que apresentam anemia hemolitica grave consistente
com um diagnostico de PPH, enquanto que outros membros da familia apresentam apenas sintomas
leves, condizentes com um diagnéstico clinico de EIH (TSE & LUX, 1999). Foi entéo proposto que
nestes casos a mutagdio eliptocitogénica deveria associar-se a um segundo defeito genético,

LELY (“ low

normalmente silencioso (GUETARNI et al, 1990). Este é o caso do polimorfismo o
expression Lyon”), que é um polimorfismo de baixa expresséo e situa-se no gene da alfa-espectrina.
O alelo o'ELY ¢ caracterizado pela presenca de duas alteragdes moleculares principais, que se
encontram sempre associadas in cis no gene da o-espectrina: uma no éxon 40 € uma no intron 45
(WILMOTTE et al, 1993). O éxon 40 contribui com uma mutag&o de ponto na unidade de repeti¢do
.18, convertendo a leucina da posi¢do 1857 para uma valina. Quando € considerada a estrutura

terciaria da proteina, nota-se que esta valina situa-se muito proxima do sitio de clivagem triptica

(lisina 1920), que ¢ clivado para gerar os peptideos correspondentes aos dominios alV e aV da



Capitulo 1. Introduggo 25

espectrina (WILMOTTE et al, 1993; LUX & PALEK, 1995). A presenca desta mutagdo resulta em
uma clivagem mais acentuada deste sitio, resultando em uma concentragdo maior do peptideo oV de
41 kDa ap6s a digestdo triptica (ALLOISIO et al, 1991; WILMOTTE et al, 1993; LUX & PALEK,
1995; WILMOTTE et al, 1997).

Entretanto, a caracteristica de baixa expressdo deste alelo deve-se a outra mutagdo, que
consiste de uma substituigdo C—T na posi¢do —12 dentro do sitio de clivagem 3’ aceptor do intron
45. Esta mutagdo interfere com a clivagem do €xon 46, de tal forma que este éxon é perdido em 50%
dos transeritos de mRNA, gerando um padrdo de clivagem alternativa parcial (fig. 9) (WILMOTTE
et al, 1993; TSE & LUX,1999). A delegdo dos seis aminoacidos codificados por este éxon abole o
sitio de recrutamento da alfa-espectrina (fig. 5), essencial para a formagio dos heterodimeros com a

beta-espectrina e a alfa-espectrina mutante deixa, portanto, de ser incorporada na membrana

(WILMOTTE et al, 1997).

Alelo ¢ Normal
mRNA normal

e e e

100% — cadeia o normal

Alelo ¢LELY

mRNA V4

e T W T e T

50% —> cadeia 4! (normal)

mRNA oELY
__(\ 4s 46 | 47 (\ |

50% —» cadeia ol ELY

Alloisio et at, 1993

Figura 9: Mecanismo molecular da baixa expressio do alelo a**"Y. Clivagem alternativa parcial do éxon 46
devido & mutagfio C—T na posi¢do —12 do intron 45. Modificado a partir de Alloisio et al (1993).

Uma terceira alteragdo molecular no intron 46 também foi descrita associada a este
polimorfismo (posi¢do —12, G—>A), contudo ela ndo parece ser especifica, ocorrendo também em

alelos o-normais (WILMOTTE et al, 1993). Entretanto, até recentemente, ndo se podia descartar a
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hipétese de que ela se associasse & mutag8o do intron 45 para gerar 0 padrdo de clivagem alternativa
parcial do éxon 46 observado nos individuos portadores do polimorfismo (WILMOTTE er al, 1993).
Entretanto, WILMOTTE et al (1999) mostraram que esta mutagdo ndo € capaz de gerar sozinha o
padrio de clivagem alternativa parcial do éxon 46. Alternativamente, a muta¢do do intron 45,
mesmo isolada, ¢ capaz de desencadear dramaticamente este processo (WILMOTTE et al, 1999).
Portanto, se a muta¢do do intron 46 exerce algum efeito modulatério sobre a mutagdo do intron 45,
este efeito € minimo.

O alelo a'*Y ¢ completamente silencioso em individuos normais, mesmo em homozigose
(ALLOISIO et al, 1991; LUX & PALEK, 1995; TSE & LUX, 1999). Isto ocorre por duas razdes: as
cadeias da alfa-espectrina sdo normalmente sintetizadas em excesso em relagéo as cadeias da beta-
espectrina, sendo que a quantidade de cadeias alfa € cerca de trés a quatro vezes maior que a
quantidade de cadeias beta. Além disso, a perda do €xon 46 ocorre em apenas metade dos transcritos
(WILMOTTE et al, 1993; LUX & PALEK, 1995; TSE & LUX, 1999). Desta forma, sempre ha
cadeias alfa suficientes para interagirem, através do sitio de recrutamento, com as cadeias beta e
serem incorporadas na membrana.

Entretanto, se este polimorfismo estiver associado in trans a um alelo que codifica uma alfa-
espectrina estruturalmente anormal, esta alfa-espectrina mutante, portadora do defeito estrutural,
sera incorporada preferencialmente & membrana, aumentando a gravidade da doenca (fig. 10A)
(LUX & PALEK, 1995; TSE & LUX, 1999). Este tipo de associagdo ja foi amplamente
documentado para diferentes mutagdes eliptocitogénicas (GUETARNI et al, 1990; ALLOISIO et al,
1991; BAKLOUTI et al, 1991; BAKLOUTI et al, 1992; ALLOISIO et al, 1993; DALLA
VENEZIA et al, 1993; GALLAGHER et al, 1993; LORENZO et al, 1993; WILMOTTE et al, 1993;
PARQUET et al, 1994; PERROTA et al, 1994; RANDON et al, 1994; PERROTA er al, 1995) e,
realmente, existe uma influéncia exercida por este alelo, que varia conforme a mutagdo especifica.

Por outro lado, se este polimorfismo estiver associado in cis a um alelo que codifica um
defeito estrutural da alfa-espectrina, a gravidade da doenga ¢ amenizada, j& que a proteina portadora
do defeito estrutural nfio sera incorporada eficientemente & membrana (fig. 10B) (LUX & PALEK,
1995; TSE & LUX, 1999).

Outros alelos de baixa expressdo ja foram descritos (GALLAGHER et al, 1991b; HANSPAL

et al, 1993, FOURNIER et al, 1997), mas o alelo oLELY ¢ especialmente importante, uma vez que
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Figura 10:  Efeito do alelo «***" na proporgdo da espectrina contendo cadeias c-normais e a-eliptocitogénicas.
A) Efeito do alelo o*®"¥ associado in trans. B) Conseqiiéncias clinicas das diferentes combinagdes
possiveis entre os alelos o. e &Y e um alelo eliptocitogénico (™). Modificado a partir de Lux e
Palek (1995).

ele estd presente em todas as populagSes ja estudadas (negroides, caucaséides, asiaticos e indios

brasileiros) em uma proporgéo significativamente elevada, variando de 16 a 30% (MARECHAL et
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al, 1995; BASSERES et al, 1998a; PAPASSIDERI e al, 1999). Por causa da sua freqiiéncia e

LELY interage freqiientemente com diferentes mutagdes da alfa-

ampla distribui¢do, o alelo o
espectrina e pode ser responsavel por boa parte da variabilidade clinica observada nas sindromes da

ElIH e PPH (TSE & LUX, 1999).
1.2.1.2 Defeitos da beta-espectrina

Dezenove mutagdes no gene da beta-espectrina ja foram descritas como causa da EIH/PPH
(tabela 2 — apéndice A). Ao contrdrio das mutagles encontradas no gene da alfa-espectrina, a
maioria das mutacdes detectadas no gene da beta-espectrina estdo associadas com a presenca de uma
cadeia proteica truncada e incluem mutagdes com desvio de leitura, mutagdes que criam um cddon
de terminag@io prematuro (mutagdes nonsense) € mutagdes que afetam a clivagem dos éxons no
transcrito primadrio (tabela 2 — apéndice A). As mutagdes com desvio de leitura consistem de
inser¢des ou dele¢des de um ou mais pares de base e resultam, freqiientemente, em uma terminagéo
prematura da cadeia polipeptidica. As mutag¢des nos sitios de clivagem causam a perda de um éxon
localizado proximo ao final 3' do gene da beta-espectrina (éxons 30 ou 31) ao nivel do mRNA,
provocando também uma terminagdo prematura. |

O encurtamento da cadeia da beta-espectrina aumenta a susceptibilidade para a protedlise da
lisina 48 da alfa-espectrina, causando aumento na formag&o do peptideo de 74 kDa derivado da alfa-
espectrina apds a digestéo triptica (POTHIER et al., 1987, PALEK & SAHR, 1992). Como o sitio
de auto-associa¢do da beta-espectrina situa-se na por¢do C-terminal da proteina, as variantes
truncadas destas proteinas tém seu sitio afetado e apresentam uma auto-associagdo defeituosa (TSE
& LUX, 1999).

Sdo encontradas no gene da beta-espectrina algumas mutagdes de ponto do tipo missense
associadas com um aumento da formagfo do fragmento spal/74 kDa (tabela 2 — apéndice A). Este
aumento ocorre, provavelmente, por interagdo inadequada das cadeias alfa e beta, aumentando a
susceptibilidade & protedlise do residuo de lisina da posi¢do 48 da alfa-espectrina. Além disso, estas
mutagdes afetam diretamente o sitio de auto-associacfo na beta-espectrina, alterando a estrutura da
tripla-hélice que forma o sitio de auto-associa¢do ou afetando residuos criticos para que ocorra esta

auto-associacéo (TSE & LUX, 1999).
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1.2.2 Defeitos da proteina 4.1

Os defeitos da proteina 4.1 associados a EIH sdo bem menos comuns que os defeitos da
espectrina (GALLAGHER & FORGET, 1997). Eles podem ser divididos em duas categorias:
defeitos que levam a uma deficiéncia de proteina 4.1 (EIH do tipo 4.1) e defeitos que levam a
alteragdes estruturais da proteina 4.1 (EIH do tipo 4.1%) (CONBOY, 1993).

A EIH do tipo 4.19 ¢ bem mais comum e a maioria dos defeitos moleculares afetam o cédon
de inicio de tradugéo utilizado na hemécia, seja através de delegdes ou mutagdes de ponto (DALLA
VENEZIA et al, 1992; CONBOY e al, 1993; GARBARZ et al, 1995; CHASIS et al, 1996). A
expressdo da proteina 4.1 permanece relativamente inalterada nas células dos tecidos ndo-eritroides,
porque muitas das isoformas da proteina 4.1, presentes nestes tecidos, utilizam um sitio de inicio de
tradugéo alternativo (CONBOY er al, 1993; CHASIS et al, 1996). Recentemente, uma grande
delecdo de 70 Kb, que compreende parte do gene da proteina 4.1, incluindo o sitio de inicio de
traduc8o, foi descrita (DALLA VENEZIA et al, 1998). A deficiéncia de proteina 4.1 afeta as
interagdes horizontais do esqueleto da membrana, ja que a ligagio entre a espectrina e a actina fica
enfraquecida na sua auséncia. A auséncia de proteina 4.1 afeta também a intera¢do do complexo
juncional com a Glicoforina C. Realmente, os pacientes com deficiéncia total de proteina 4.1
apresentam uma redugéo de cerca de 30% de Glicoforina C (LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER
et al, 1998a), indicando que estes pacientes também apresentam um distirbio nas interacdes
verticais do esqueleto da membrana.

Variantes estruturais da proteina 4.1 (EIH do tipo 4.1%") devido a delegdo ou duplicagio de
éxons envolvidos nas interagGes com a espectrina/actina tém sido descritas (CONBOY et al, 1990;
MARCHESI et al, 1990; CONBOY et al, 1991) Além disso, a dele¢do de um unico aminoacido no
dominio de ligac@o a espectrina também foi relatado (LORENZO et al, 1994).

Os pacientes portadores de defeitos no gene da proteina 4.1 em heterozigose apresentam
eliptocitose proeminente, mas pouca ou nenhuma hemolise (LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER
et al, 1998a). J4 os portadores destes defeitos em homozigose apresentam anemia hemolitica grave

com eliptocitose, poiquilocitose e eritrocitos fragmentados (TSE & LUX, 1999).
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1.2.3 Deficiéncia de glicoforina C

Eliptocitos sdo encontrados no sangue periférico de pacientes, cujas hemacias apresentam o
fenotipo Leach (Gerbich negativo) (GALLAGHER & FERREIRA, 1997; GALLAGHER et al,
1998a). Estes pacientes ndo possuem as sialoglicoproteinas que carregam o antigeno Gerbich: as
glicoforinas C e D (LUX & PALEK, 1995). Os pacientes portadores do fenétipo Leach apresentam
uma ElH esferocitica branda associada com um aumento da fragilidade osmética do eritrocito (LUX
& PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a).

O fenétipo Leach ¢ normalmente causado por uma delegdo de 7 kb no DNA gen6mico, que
remove os éxons 3 ¢ 4 do lécus das Glicoforinas C € D (TANNER et al, 1988; WINARDI et al,
1993), embora uma mutagiio com desvio de leitura também tenha sido descrita (LOWE, 1994). A
deficiéncia de Glicoforina C leva a uma deficiéncia secundaria de proteina 4.1, que presume-se ser a

causa da formagdo de eliptocitos (GALLAGHER & FERREIRA, 1997).

1.3 Esferocitose Hereditaria (EsH)

A esferocitose hereditaria (EsH) constitui um grupo comum de anemias hemoliticas, nas quais
defeitos na espectrina ou nas proteinas que promovem a ligagdo da espectrina a dupla camada lipidica
(anquirina, palidina e banda 3), levam ao aparecimento de hemaécias esféricas e osmoticamente frageis,
que sdo retidas seletivamente no bago, mas que sobrevivem de forma quase normal apos a
esplenectomia (LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a; TSE & LUX, 1999).

A EsH ocorre em todos os grupos étnicos (LUX & PALEK, 1995; HASSOUN & PALEK,
1996: GALLAGHER et al, 1998a), mas € particularmente comum em individuos com ascendéncia do
norte da Europa, atingindo uma prevaléncia de 1 para cada 2000 individuos (TSE E LUX, 1999). Em
cerca de 75% dos casos, a heran¢a segue um padrdo autossomico dominante. Nos 25% restantes, a
doenca tem uma manifestagfio esporadica, que pode se dever a uma forma recessiva da EsH ou a
mutacdes espontineas (mutagdes “de novo”) (LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a; TSE
E LUX,1999). Na média, a EsH recessiva € clinicamente mais grave que a EsH dominante, mas existe

uma sobreposi¢io consideravel (LUX & PALEK, 1995; HASSOUN & PALEK, 1996).
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Clinicamente, os pacientes portadores de EsH apresentam sintomatologia relacionada a
presenga de hemdlise: anemia, ictericia, reticulocitose, esplenomegalia e colelitiase (LUX & PALEK,
1995; HASSOUN & PALEK, 1996; GALLAGHER ef al, 1998a). Em alguns casos s3o observadas
complicagdes adicionais como gota, tumores hematopoéticos extramedulares, crises hemoliticas ou
aplasticas, ulceras de perna, entre outros (LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER et al, 1998a). Como
na EIH, a manifestagdo clinica é heterogénea, sendo descritas formas leves, moderadas e graves da
EsH, bem como a presenga de portadores assintomaticos (LUX & PALEK, 1995; HASSOUN &
PALEK, 1996; GALLAGHER et al, 1998a; IOLASCON et al, 1998).

A analise morfoldgica dos eritrocitos na EsH demonstra porcentagens varidveis de micro-
esferas mas, ocasionalmente, a identificagdo dos esferdcitos & microscopia 6ptica pode ser dificil. A
maior fragilidade osmotica do eritrocito ird, portanto, auxiliar a identificagio de pacientes portadores
da anormalidade (PALEK & LAMBERT, 1990; LUX & PALEK, 1995;). Freqiientemente, podem
ser observadas ainda, no sangue periférico, hemdcias de contorno irregular (acantécitos), células
pingadas ou hemécias fragmentadas (esquizocitos) (GALLAGHER et al, 1998a; IOLASCON et al,
1998). As alteragdes morfologicas observadas advém de lesdes primarias da membrana eritrocitaria,
que envolvem perda de membrana por vesiculagio, culminando com reducfo na area de superficie
da membrana e formagido de hemicias esféricas com deformabilidade reduzida (fig. 4) (LUX &
PALEK, 1995; GALLAGHER & FERREIRA, 1997; GALLAGHER et al, 1998a). Duas hipéteses
para explicar esta perda de superficie de membrana foram propostas (LUX & PALEK, 1995;
GALLAGHER et al, 1998a): 1) Defeitos nas proteinas de membrana, envolvidas nas denominadas
interagOes verticais entre as proteinas do citoesqueleto e a bicamada lipidica, levariam a um
desacoplamento entre o citoesqueleto e a bicamada e, conseqiientemente, a perda de membrana (fig.
4); 2) Um disturbio nas interagdes horizontais entre os lipidios da membrana e as proteinas integrais,
principalmente a banda 3, levaria a desestabilizagio da bicamada lipidica e & perda de membrana
(fig. 4).

Modelos animais com inativagdo dos genes da banda 3 ou da proteina 4.2 apresentam um
conteido normal de espectrina e a arquitetura do citoesqueleto encontra-se intacta, o que apdia a
segunda hipétese para a perda de membrana observada nos eritrocitos (PETERS et al, 1996; PETERS
et al, 1999). Esta hipétese também é capaz de explicar a perda de membrana observada em individuos

com deficiéncia de anquirina e/ou espectrina. Sabe-se que o citoesqueleto limita fortemente a
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mobilidade lateral da banda 3 (SHEETZ et al, 1980; CORBETT et al, 1994, TOMISHIGE et al, 1998),
portanto uma deficiéncia de espectrina ou anquirina permitiria que mais moléculas da banda 3
estivessem livres para se mover no plano da membrana, levando  desestabilizagdo da dupla camada
lipidica e & perda de membrana (PETERS ez al, 1999).

A perda de deformabilidade celular na EsH € uma conseqiiéncia direta da relagéo
superficie/volume diminuida, j4 que a capacidade da membrana de expandir a sua area vai se
tornando menor, quanto maior for a perda de area de superficie (LUX & PALEK, 1995;
GALLAGHER et al, 1998a). Esta deformabilidade reduzida provoca o aprisionamento das hemacias
na microcirculagiio esplénica, onde estas células sdo preferencialmente destruidas, uma vez que o
baco constitui um ambiente hostil as hemacias (GALLAGHER & FERREIRA, 1997,
GALLAGHER er al, 1998a). O baixo pH plasmatico na circulagdo do bago, os baixos niveis de
glicose ¢ ATP, além das altas concentragdes localizadas de radicais livres toxicos, que sdo
produzidos pelos macréfagos esplénicos, contribuem para danificar a membrana, levando, em dltima
instancia, 4 hemolise (LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER & FERREIRA, 1997; GALLGHER et
al, 1998). A esplenectomia cura quase todos os pacientes portadores de EsH, eliminando a anemia e
reduzindo consideravelmente a reticulocitose. Pacientes portadorés das formas mais graves podem
néo atingir remissdo completa, mas sdo altamente beneficiados pelo procedimento (LUX & PALEK,
1995; HASSOUN & PALEK, 1996; GALLAGHER et al, 1998a).

Na EsH, os defeitos moleculares sdo encontrados nas seguintes proteinas de membrana, que
participam da ancoragem do citoesqueleto: espectrina, anquirina, banda 3 e proteina 4.2. A analise da
composi¢io das proteinas de membrana através de SDS-PAGE evidencia anormalidades bioquimicas
nestas proteinas: Cerca de 30-45% dos pacientes apresentam deficiéncia combinada de espectrina e
anquirina. Aproximadamente 30% apresentam deficiéncia isolada de espectrina e 20% apresentam
deficiéncia de banda 3. Casos de deficiéncia isolada de proteina 4.2 foram relatados, contudo estes
casos parecem ser mais freqiientes no Japdo, do que nas populages ocidentais (LUX & PALEK, 1995;
TSE & LUX, 1999).

1.3.1 Defeitos da espectrina

Os eritrocitos de muitos dos pacientes portadores de EsH apresentam deficiéncia de espectrina,

incluindo tanto a forma dominante como a forma recessiva. O grau de deficiéncia de espectrina se
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correlaciona com a esferoidicidade dos eritrocitos, a gravidade da hemélise e a resposta a
esplenectomia (LUX & PALEK, 1995; HASSOUN & PALEK, 1996; GALLAGHER & FERREIRA,
1997; GALLAGHER et al, 1998a; IOLASCON et al, 1998; TSE & LUX, 1999).

1.3.1.1 Alfa-espectrina

Nos humanos, a sintese da alfa-espectrina excede a sintese da beta-espectrina e uma grande
quantidade de alfa-espectrina, que ndo participa da formagio dos heterodimeros, ¢ degradada no
compartimento lisossomal (HANSPAL & PALEK, 1987). Portanto, heterozigotos para defeitos
sintéticos no gene da alfa-espectrina deveriam produzir uma quantidade suficiente de cadeias
normais para formarem dimeros com todas as cadeias da beta-espectrina sintetizadas no eritrocito.
Desta forma, a deficiéncia de espectrina s6 seria evidente em homozigose (TSE et al, 1997
GALLAGHER & FERREIRA, 1997; GALLAGHER & FORGET, 1998).

Realmente, mutagdes no gene da alfa-espectrina no sdio descritas em pacientes portadores
de EsH do tipo dominante (TSE & LUX, 1999). Defeitos em ambos os alelos da alfa-espectrina sio,
contudo, implicados na forma recessiva da EsH acompanhada de uma deficiéncia grave de
espectrina (AGRE et al, 1982; WICHTERLE et al, 1996, TSE et al, 1997)

Cerca de metade dos pacientes portadores de EsH recessiva grave acompanhada de uma
deficiéncia marcante de espectrina, possuem uma mutag¢do no intron 30 do gene da alfa-espectrina,
que leva a uma clivagem aberrante do mRNA. Este alelo variante, denominado alfa"*™®* (“Jow
expression Prague”), produz aproximadamente seis vezes menos transcritos da alfa-espectrina
corretamente clivados, do que o alelo normal (WICHTERLE et al, 1996). Além disso, este alelo esta
em desequilibrio de ligagdo com um polimorfismo da alfa-espectrina, denominado alelo oFVSHLL
que € freqiiente em familias com EsH n3o-dominante e estd presente em 2-15% dos individuos
normais (BOIVIN et al, 1993; WICHTERLE et al, 1996; TSE et al, 1997). A presencga da espectrina

olEPRA em heterozigose € assintomatica, conforme esperado (WICHTERLE ef al, 1996; TSE et ai,

LEPRA LEPRA

1997). Entretanto, a presenca do alelo o em homozigose ou a combinagio do alelo alfa
com defeitos no outro alelo da alfa-espectrina, como por exemplo a combinagio com a alfa-
espectrina truncada ofRACVE (WICHTERLE et al, 1996), leva a uma deficiéncia grave de espectrina

e anemia esferocitica grave e deve ser uma causa comum de EsH recessiva (WICHTERLE et al,
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1996; GALLAGHER & FERREIRA, 1997; TSE & LUX, 1999). Interessantemente, pacientes

LEPRA

homozigotos para o alelo alfa apresentam um fendtipo clinicamente mais moderado do que os

LEPRA

pacientes heterozigotos compostos para o alelo alfa e um segundo defeito no gene da alfa-

espectrina (TSE et al, 1997, GALLAGHER & FERREIRA, 1997).
1.3.1.2 Beta-espectrina

As cadeias da beta-espectrina sdo um fator limitante para a formag@o dos heterodimeros de
espectrina, ja que sua sintese ¢ cerca de trés a quatro vezes menor que a sintese das cadeias da alfa-
espectrina. Conseqiientemente, defeitos da beta-espectrina, ao contrario dos defeitos da alfa-
espectrina, podem se expressar em heterozigose e predominantemente correlacionam-se com uma
EsH de heranga dominante (LUX & PALEK, 1995; HASSOUN & PALEK, 1996; GALLAGHER &
FERREIRA, 1997; GALLAGHER & FORGET, 1998; GALLAGHER et al, 19982). Como a beta-
espectrina € o fator limitante para a biossintese do esqueleto da membrana eritrocitaria, a maioria
dos defeitos de espectrina na EsH encontra-se no gene da beta-espectrina (TSE & LUX, 1999).

Uma freqiiente expressio mono-alélica do gene da beta-espectrina tem sido descrita em
pacientes portadores de EsH e deficiéncia de espectrina, sugerindo que o alelo defeituoso néo ¢é
expresso (DHERMY et al, 1998a; MIRAGLIA DEL GIUDICE et al, 1998). Mais de 10 alelos da
beta-espectrina contendo mutagdes nulas (mutagdes que abolem a expressdo do alelo) sdo descritos,
todos associados com EsH do tipo dominante (tabela 1 — apéndice B). Estas defeitos incluem uma
mutacdo no cédon de inicio de tradugdo do gene, quatro mutagbes com desvio de leitura, duas
mutacSes nonsense, uma delegdo gendmica de 4.6 Kb e duas mutacdes de clivagem (tabela 1 -
apéndice B).

Além disso, sfo descritas quatro mutagdes missense no gene da beta-espectrina associadas
com a EsH. Trés delas afetam o sitio de ligacdo a proteina 4.1, tendo uma heranga dominante (tabela
1 — apéndice A). A quarta mutagfo, também denominada de espectrina Birmingham, esta associada
a uma heranca recessiva, embora o segundo defeito genético ainda ndo tenha sido determinado neste
caso (HASSOUN et al, 1997).

Clinicamente, a EsH em pacientes portadores de defeitos na beta-espectrina apresenta uma
ampla variabilidade, desde manifesta¢Ges leves a graves (IOLASCON et al, 1998; TSE & LUX,

1999). Morfologicamente, a esferocitose é proeminente e estd associada com uma subpopulagao de
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eritrécitos densos e espiculados (acantécitos) ndo detectados em outras formas da EsH
(GALLAGHER er al, 1998a; IOLASCON et al, 1998; TSE & LUX, 1999).

1.3.2 Defeitos da anquirina

A maioria dos pacientes portadores de EsH apresenta uma deficiéncia combinada de anquirina e
espectrina (LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER & FORGET, 1998; IOLASCON e al, 1998, TSE &
LUX, 1999). Acredita-se que a deficiéncia de anquirina constitua o defeito primario nestes casos, sendo
a deficiéncia de espectrina uma conseqiiéncia secundéria da deficiéncia de anquirina (LUX & PALEK,
1995; GALLAGHER et al, 1998a; IOLASCON et al, 1998). Isto nio é inesperado, haja visto que a
disponibilidade das moléculas de anquirina constitui um fator limitante para a formacdo do
citoesqueleto, através do fornecimento de sitios de ligagdo de alta afinidade para a beta-espectrina
(LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER er al, 1998a). Portanto, a deficiéncia de anquirina limita a
formagdo dos heterodimeros de espectrina, uma vez que estes heterodimeros sé sdo estaveis quando
acoplados a membrana via anquirina, e leva, assim, a um quadro secundario de deficiéncia de
espectrina (LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER & FORGET, 1998; IOLASCON et al, 1998).

A EsH associada a defeitos no gene da anquirina pode apresentar heranga do tipo dominante ou
recessiva (LUX & PALEK, 1995; HASSOUN & PALEK, 1996; GALLAGHER et al, 1998a;
IOLASCON et al, 1998; TSE & LUX, 1999). Aparentemente, desvios de leitura e mutac¢des nonsense
predominam na forma dominante e determinam auséncia da anquirina mutada na membrana
eritrocitaria (tabela 2 — apéndice B). Realmente, utilizando-se como marcador um polimorfismo de
repeticdo AC na porgdo 3’ ndo traduzida do gene, demonstrou-se que cerca de um ter¢o dos pacientes
portadores de EsH associada a uma deficiéncia combinada de anquirina e espectrina apresentavam
auséncia da expressdo de um dos alelos da anquirina (JAROLIM et al, 1995b). Até o presente momento
foram descritas 15 mutagdes nulas com desvio de leitura ou do tipo nonsense € uma mutacdo no
promotor na posi¢do -204, que presumidamente levam a uma redug@o na sintese da anquirina (tabela 1
—apéndice B).

As mutagbes responséveis pela EsH do tipo recessivo incluem principalmente mutacdes
missense e uma mutagdo no promotor do gene (tabela 2 — apéndice B). A mutagio no promotor -108

T—C ¢€ particularmente interessante. Esta mutaggo foi encontrada em 4 de 7 familias portadoras de
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EsH do tipo recessivo e reside imediatamente acima do primeiro sitio de iniciagdo da transcri¢do na
regido promotora (EBER ef al, 1996). Esta mutagdo € silenciosa em heterozigose. Assim, 0s
pacientes com manifestagdo da doenga devem ter uma mutagio adjacente no outro alelo. Esta
suspeita foi confirmada em 2 pacientes, que apresentaram uma segunda mutag¢do determinando uma
troca de aminoacido no dominio de ligagio com a banda 3 (V463I) ou criando um novo sitio de
clivagem (+16C—T) (EBER et al, 1996).

Pacientes portadores de EsH com defeitos na anquirina apresentam uma esferocitose
proeminente, sem outras alteragdes morfolégicas. Clinicamente, a hemolise e a anemia variam de
branda a grave. De forma geral, pacientes com defeitos dominantes s&o menos afetados que aqueles
com mutagdes recessivas (TSE & LUX, 1999).

1.3.3 Defeitos da banda 3

A banda 3 ¢ a principal proteina integral da membrana eritrocitaria, que interage com o
citoesqueleto (GALLAGHER & FORGET, 1997; TSE & LUX, 1999). Cerca de 20% dos pacientes
americanos, brasileiros e europeus portadores de EsH do tipo dominante apresentam uma deficiéncia de
banda 3, mas um contetido normal de espectrina (SAAD et al, 1994; GALLAGHER & FERREIRA
1997; GALLAGHER et al, 1998a; TSE & LUX,1999). Acreditava-se que a banda 3 fosse necessaria
para uma biogénese estavel do citoesqueleto da membrana eritrocitaria (HANSPAL et al, 1992;
GALLAGHER & FERREIRA, 1997), mas estudos com modelos animais de deficiéncia da banda 3
tém mostrado que esta proteina € essencial para a estabilidade da dupla camada lipidica, mas ndo para a
formagio do citoesqueleto (PETERS et al, 1996). Por esta razio, ndo € surpreendente que pacientes
com defeitos na banda 3 apresentem uma quantidade normal de espectrina.

Muitas mutagdes que abolem a expressdo de um dos alelos da banda 3 tém sido descritas em
pacientes com EsH dominante IOLASCON et al, 1998; TSE & LUX, 1999), incluindo 5 mutagdes
nonsense (variantes Hodonin, Lyon, Noirterre, Osnabriick I e Trutnov) (EBER et al, 1996; JAROLIM
et al, 1996; JENKINS et al, 1996; ALLOISIO et al, 1996), 14 mutagGes que alteram o quadro de leitura
(variantes Bicétre I, Bohain, Briiggen, Foggia, Smichov, Evry, Hobart, Napoli I, Princeton, Worcester,
Fukayama I, Fukayama II, Vesuvio e Kagoshima) (EBER ez dl, 1996; JAROLIM et al, 1996;
MIRAGLIA DEL GIUDICE et al, 1997; PERROTA et al, 1999b; DHERMY et al, 1997), 2 mutagoes
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de clivagem (variantes Campinas ¢ Pribram)(LIMA er al, 1997, JAROLIM et al, 1996) e uma
duplicagéio de 10 nucleotideos (variante Prague) (JAROLIM ef al, 1994). Além destas mutagdes, sdo
descritas 7 mutagSes missense, que causam a substituigdo de residuos de arginina altamente
conservados e provavelmente interferem com a capacidade da proteina de atingir o dobramento correto
e inserir-se no reticulo endoplasmatico (variantes Bicétre I, Dresden, Hradec Kralove, Jablonec, Prague
II, Nara e Prague III) (EBER ef al, 1996; JAROLIM e al, 1995a; DHERMY et al, 1997). Outras 9
mutagdes missense sdo encontradas, com a substituigio de aminoacidos altamente conservados e
crucials para a estabilizagio da banda 3 dentro da dupla camada lipidica (variantes Benesov,
Birmingham, Chur, Coimbra, Most, Napoli II, Okinawa, Philadelphia e Tokyo) (MAILLET et al, 1995;
JAROLIM et al, 1996; ALLOISIO et al, 1997; KANZAKI et al, 1997; MIRAGLIA DEL GLIUDICE
et al, 1997, IAWASE et al, 1998). Quatro mutagdes missense ¢ uma delecio sem desvio de leitura
(deleg@o “in-frame”) sdo descritas no dominio citoplasmatico, podendo interferir com a capacidade da
banda 3 de se ligar 4 anquirina ou 2 palidina (variantes Nachod, Fukuoka, Montefiore, Tuscaloosa e
Boston) (JAROLIM et al, 1996; KANZAKI et al, 1997, JAROLIM et al, 1992; RYBICKI et al, 1993).
Uma inser¢do de 22 residuos no dominio transmembrana da banda 3 também ¢é descrita e
provavelmente impede a incorporagdo da proteina na membrana (variante Milano) (BIANCHI et al,
1997). Também pode ser encontrada a delegdo de um aminoécido no dominio transmembrana (variante
Osnabriick IT) (EBER e al, 1996). Um alelo composto de duas mutagdes missense (variante Mondega)
(ALLOISIO et al, 1997) e um alelo portador de uma mutagdo normalmente silenciosa no promotor do
gene (variante Genas) (ALLOISIO et al, 1996) tém a capacidade de modular a gravidade da EsH em
pacientes portadores de um outro defeito na banda 3.

Pacientes portadores de EsH com defeitos na banda 3 apresentam anemia relativamente branda
e esferocitose. Muitos pacientes ndo esplenectomizados também apresentam uma populagio pequena
de eritrocitos com formato de cogumelo (chamados também de hemécias pingadas), que ndo sdo
freqlientemente encontrados nas outras formas da EsH (GALLAGHER et al, 1998a; IOLASCON e al,
1998; TSE & LUX, 1999).

1.3.4 Defeitos da palidina ou proteina 4.2

Uma deficiéncia parcial de palidina é encontrada em pacientes com deficiéncia de anquirina ou

banda 3 e € secundria a estas deficiéncias (TSE & LUX, 1999). A anquirina e a banda 3 parecem ser
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necessarias para a integragdio normal da palidina na membrana. Estudos com modelos animais
deficientes em anquirina mostram que suas membranas também s3o deficientes em palidina (RYBICKI
et al, 1995b). Um modelo de rato com inativagdo do gene da banda 3 apresentava uma auséncia da
palidina na sua membrana (PETERS et al, 1996). Além disso, uma deficiéncia de palidina ¢ encontrada
em pacientes portadores de mutagdes missense no dominio citoplasmatico da banda 3, que
presumidamente interferem com a regido da banda 3 envolvida na ligag#o a palidina (KANZAKI et al,
1997; JAROLIM et al, 1992; RYBICKI et al, 1993). Entretanto, alguns pacientes portadores de EsH
apresentam deficiéncia isolada de palidina em suas membranas eritrocitdrias acompanhadas por
alteraces moleculares no gene da palidina (TSE & LUX,1999). Assim como no caso da banda 3,
estudos com modelos animais de deficiéncia da proteina 4.2 mostram que esta proteina ndo afeta a
formagdo do citoesqueleto (PETERS ez al, 1999). Ela é importante para a estabilidade da dupla camada
lipidica, provavelmente porque a sua auséncia leva a uma deficiéncia parcial de banda 3 (PETERS et
al, 1999). Devido 4 perda da banda 3, a ancoragem dos lipidios fica comprometida e estes s&o perdidos,
resultando na esferocitose.

Até o presente momento foram descritas 8 muta¢des no gene da palidina associadas com a EsH,
sendo que apenas 3 ocorrem fora da populacdo Japonesa (vaﬁantes Tozeur, Lisboa e Nancy)
(HAYETTE et al, 1995a e b; BEAUCHAMP-NICOUD ez al, 2000). Uma variante comum € a
palidinaNIPPON, causada por uma mutagido de ponto (BOUHASSIRA et al, 1992). Recentemente esta
variante foi detectada em uma paciente de origem Italiana (PERROTA et al, 1999a). Outras variantes
se devem a mutagdes missense (variantes Fukuoka, Komatsu e Shiga) (TAKOAKA et al, 1994;
KANZAKI et al, 1995a € b) e a uma mutagdo que altera a clivagem do mRNA com conseqiiente
alteracdo do quadro de leitura (variante Notame) (MATSUDA et al, 1995).

A EsH nestes casos apresenta uma heranga recessiva, mas ¢ clinicamente leve (TSE & LUX,
1999) e a morfologia eritrocitaria pode demonstrar ovalocitos ou estomatocitos, além de uma leve
esferocitose (TSE & LUX, 1999).
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Casuistica

2.1 Eliptocitose Hereditaria

Dez familias portadoras de EIH, atendidas no Hemocentro da Unicamp e
diagnosticadas através da historia clinica e da analise do esfregago do sangue periférico,
apresentavam altera¢des bioquimicas da espectrina. A caracterizagdo bioquimica das proteinas da
membrana eritrocitaria destas familias foi realizada através de SDS-PAGE corado pelo azul de
Coomassie, quantificagdo de dimeros de espectrina e digestdo triptica da espectrina (trabalhos 1-4;
capitulo 4).

Os individuos portadores de EIH das dez familias apresentavam quantidade de
dimeros de espectrina aumentada, quando comparada com um controle normal (trabalhos 1-4;
capitulo 4), o que ¢ indicativo de auto-associa¢do defeituosa dos heterodimeros em tetrAmeros. E
importante enfatizar que os heterodimeros (spD) e tetrAmeros (spT) de espectrina estio em
equilibrio reversivel na membrana e, em condigdes fisiologicas, este equilibrio favorece a formagio
de tetrdmeros de espectrina (LIU & PALEK, 1980). Proximo a temperatura de O°C, o equilibrio
spD-spT € cineticamente imobilizado (LIU ef al, 1981; PALEK, 1985; PALEK & LAMBERT,
1990). Desta forma, ap6s extrag@o de espectrina a 0°C em tampdo de baixa forca idnica, os dimeros
de espectrina em individuos normais constituem apenas 8 + 3% da espectrina total (PALEK, 1985).

Em individuos com auto-associag¢@o defeituosa esta porcentagem pode ser bem mais elevada.
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Além disso, estas dez familias apresentavam uma digestdo triptica anormal da espectrina, tendo sido
subdivididas em quatro grupos de acordo com o tipo de digestio anormal encontrado e com as

anormalidades detectadas por SDS-PAGE.

2.1.1 Grupo I: spal/65

Trés familias apresentavam um peptideo de 65 kDa correspondente ao dominio al
(normalmente com 80 kDa) apés a digestdo da espectrina com tripsina, apresentando, portanto, EIH
do tipo spal/65. A descrigdo detalhada das trés familias e seus dados bioquimicos e hematologicos

podem ser encontrados no trabalho 1 (capitulo 4)
2.1.2 Grupo II: spal/S0

Trés familias apresentavam EIH do tipo spal/50, com um peptideo de 50 kDa
correspondente ao dominio ol apés a digestéo triptica da espectrina. A descrigdo detalhada das trés

familias e seus dados bioquimicos e hematolégicos podem ser encontrados no trabalho 2 (capitulo 4)

2.1.3 Grupo III: spal/74

Trés familias apresentavam EIH do tipo spal/74, com um peptideo de 74 kDa
correspondente ao dominio ol apds a digestdo triptica da espectrina. A descrigdo detalhada destas
trés familias e seus dados bioquimicos e hematoldgicos podem ser encontrados no trabalho 3

(capitulo 4)
2.1.4 Grupo IV: spal/74 + B-espectrina truncada

Uma familia apresentava EIH do tipo spal/74 associada a presenca de uma beta-
espectrina com migragdo rapida em SDS-PAGE. A descri¢io detalhada desta familia, bem como os

dados bioquimicos e hematolégicos podem ser encontrados no trabalho 4 (capitulo 4)

2.2 Esferocitose Hereditaria
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Quarenta e um pacientes portadores de EsH, diagnosticada através de histéria clinica,
esfregago de sangue periférico e teste de fragilidade osmética do eritrécito, foram estudados. Foram
excluidos do estudo pacientes com deficiéncia de banda 3. Estes pacientes foram divididos em trés

grupos:

2.2.1 Grupo1l

Nove pacientes apresentavam freqiientes acantécitos no esfregaco do sangue
periférico. Destes nove pacientes, 7 apresentavam deficiéncia isolada de espectrina e 2 ndo

apresentavam nenhum tipo de deficiéncia proteica.

2.2.2 Grupo II

Quatro pacientes apresentavam eliptocitos, o que é condizente com um diagndstico de

eliptocitose esferocitica. Nenhum destes pacientes apresentava qualquer tipo de deficiéncia proteica.

2.2.3 Grupo III

Os vinte e oito pacientes restantes ndo apresentavam acantdcitos ou eliptécitos no
sangue periférico. Destes, onze apresentavam deficiéncia isolada de espectrina, quatro apresentavam
deficiéncia de anquirina ou deficiéncia combinada de espectrina e anquirina, onze apresentavam

uma quantificag¢do proteica normal e um néo foi estudado ao nivel proteico.



Capitulo 3

Objetivos

O conjunto de trabalhos apresentados (capitulos 4 e 5) teve como objetivos:

3.1) Determinar as alteragdes moleculares responsiveis pela EIH em 10 familias portadoras de
alteragdes bioquimicas da espectrina, atendidas no Hemocentro da Unicamp.

LELY

3.2) Analisar a presenga do alelo o e associar com a expressdo da EIH em todos os pacientes

portadores de mutagdes no gene da alfa-espectrina.

3.3) Fazer uma triagem das alteragdes moleculares presentes no gene beta-espectrina nos pacientes
portadores de EsH dos grupos I e II (ver casuistica), ja que estes grupos tém maior probabilidade de
apresentarem muta¢Ges no gene da beta-espectrina, devido a presenga de acantdcitos ou eliptocitos
no sangue periférico. Os vinte e oito pacientes restantes foram submetidos & triagem para detecgdo

de mutagGes no gene da anquirina (Tese da aluna Roberta Campanile Leite).

3.4) Fazer uma triagem das alteragdes moleculares presentes no promotor do gene da anquirina nos

41 pacientes portadores de EsH.

3.5) Realizar estudos in vitro para caracterizar o impacto de mutagdes na regifio promotora do gene

da anquirina eritrdide sobre a atividade deste promotor.
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4.1.1 Resumo dos resultados apresentados nos trabalhos 1, 2, 3 e 4, de

acordo com os objetivos propostos:

Objetivo I: Determinar as alteracdes moleculares responsaveis pela EIH em 10
familias portadoras de alteragdes bioquimicas da espectrina, atendidas no

Hemocentro da Unicamp.

Nas familias com eliptocitose hereditaria e auto-associagdo defeituosa da espectrina, que
foram objeto deste estudo, o fragmento normal de 80 kDa correspondente ao dominio al (spal/80),
obtido pela digestdio triptica da a.-espectrina, encontrou-se substituido por fragmentos de 50 kDa (sp

l/50), 65 kDa (spal/65) e 74 kDa (spol/74).
Spal/65

O fragmento de 65 kDa proveniente do dominio ol da espectrina € resultado da clivagem
triptica do residuo de arginina da posi¢do 137 (MARCHESI et al, 1987), que se torna exposto a
clivagem triptica devido a alteragdes na estrutura terciaria da espectrina, que por sua vez, sao
causadas por alteragdes moleculares no DNA.

Os defeitos da espectrina envolvidos no aparecimento do fragmento al de 65 kDa sdo
homogeéneos do ponto de vista molecular. Até hoje, s6 duas alteragdes moleculares diferentes foram
descritas (tabela 1; apéndice A). A inser¢do de um TTG no cédon 154, gerando a duplicagdo da
leucina 154 (duplL154) (ROUX et al, 1989) ¢ o defeito molecular predominante, estando presente
em todos os casos j4 descritos de spal/65 (MARCHESI et al, 1987; SAHR et al, 1989; MIRAGLIA
DEL GIUDICE et al, 1992; QUALTIERI et al, 1995; GLELE-KAKAI ez al, 1996), exceto por um
tmico relato da troca GGT—GAT no cédon 151 levando a substituigdo de uma glicina por um
aspartato (G151D) (BOULANGER et al, 1994). A duplL154 ocorre predominantemente em
individuos de origem africana (GLELE-KAKAI et al, 1996)

Para investigagio da duplL154, foi realizada a amplificagdo do éxon 4 (onde ocorre a
duplicagio) por PCR dos individuos das trés familias estudadas (trabalho 1) e realizada a

hibridizagio com uma sonda normal (sem a duplicagéo do TTG) e com uma sonda mutante (com a
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duplicagdo do TTG). A duplL154 esteve associada a EIH nas trés familias e, na familia 2, esta

mutagdo esteve presente em homozigose no proposito (fig. 1; apéndice A — nio incluida no trabalho

1).
Spal/50

Os fragmentos de 50 kDa provenientes do dominio ol da espectrina sdo divididos em dois
subgrupos: spal/50a e spal/50b. O primeiro grupo € resultado da clivagem triptica dos residuos de
arginina da posi¢do 256 ou lisina da posigdo 258 (MARCHESI er al, 1987). O segundo grupo é
resultado da clivagem triptica dos residuos de arginina da posigéo 468 ou 470 (MARCHESI et al, |
1987).

Os defeitos moleculares envolvidos no aparecimento do fragmento al de 50 kDa sdo
heterogéneos e afetam regides diferentes do gene de acordo com cada subgrupo (tabela 1; apéndice
A). Ambos os subgrupos sdo caracterizados pela presenga de mutagdes missense, embora uma
delec@o de uma histidina no cédon 469 e uma inser¢do de um elemento mével de DNA no intron 4,
que afeta o padrdo de clivagem do éxon 5, tenham sido relatadas (GALLAGHER et al, 1993;
HASSOUN et al, 1994). O subgrupo spal/50a é mais comum e parece estar confinado a populagio
negréide (PALEK & SAHR, 1992; LUX & PALEK, 1995). Sio encontradas as muta¢des L207P no
éxon 5 (GALLAGHER et al, 1992a; HANSPAL et al, 1993; GALLAGHER & FORGET, 1994;
GLELE-KAKAI er al, 1996) e L260P e S260P no éxon 6 do gene da alfa-espectrina (MARCHESI et
al, 1987; SAHR et al, 1989; GLELE-KAKAI et al, 1996). O subgrupo spal/50b esta associado a
presenca das mutagdes H469P (DALLA VENEZIA et al, 1993) e Q471P (MARCHESI et al, 1987;
SAHR et al, 1989) no éxon 11 do gene da alfa-espectrina.

A investigacdo dos defeitos moleculares de trés familias portadoras de EIH do tipo spal/50
(trabalho 2) foi realizada através da amplifica¢do dos éxons 5 e 6 do gene da alfa-espectrina, com
subseqiiente submissdo dos produtos amplificados & técnica de SSCP (ORITA et al, 1989). Esta
técnica € util para se detectar mutagdes que alterem a conformagio nativa da fita simples do DNA,
resultando em um padrédo de migragéo distinto do normal, quando o produto do PCR ¢ submetido a
eletroforese em gel ndo desnaturante de poliacrilamida. Em todos os individuos afetados das trés

familias, foi detectada migra¢do anormal do produto de amplificagdo do éxon 6 € o seqgiienciamento



48 Capitulo 4. Eliptocitose Hereditaria: Resultados e Discussdo

direto evidenciou, em todos os casos, a presen¢a da mutagdo L260P em heterozigose (figs. 4 € 5 —

trabalho 2).

O conjunto destes resultados sugere que, no Brasil, as mutagdes L260P e duplL154 possam
ser oriundas do trafico de escravos a partir da Africa e que possam constituir uma causa freqiiente de
EIH (trabalhos 1 € 2).

Spal/74

O fragmento de 74 kDa proveniente do dominio ol da espectrina € resultado da clivagem
triptica aumentada dos residuos de arginina na posigdo 45 ou de lisina na posi¢do 48 (PALEK &
SAHR, 1992; LUX & PALEK, 1995).

Os defeitos moleculares que originam o fragmento spal/74 sdo comuns e pertencem a um
grupo heterogéneo de mutagBes, que envolvem os genes, tanto da alfa quanto da beta-espectrina
(PALEK & LAMBERT, 1990; PALEK & SAHR, 1992; LUX & PALEK, 1995; GALLAGHER &
FORGET, 1996; GALLAGHER & FERREIRA, 1997; DELAUNAY et al, 1996; TSE & LUX,
1999). Eles sdo encontrados em brancos, negros, arabes e melanésios (PALEK & SAHR, 1992) e
resultam em anormalidades na regifio da “cabega” do dimero de espectrina (MORLE et al, 1990). A
deteccdo destas mutacles fornece o modelo de auto-associagdo da espectrina, no qual a ultima
unidade repetida da P-espectrina situa-se em justaposi¢do direta com a primeira hélice da o-
espectrina (fig. 5) (TSE et al, 1990; PALEK & SAHR, 1992; SPEICHER et al, 1993; LUX &
PALEK, 1995). Como as muta¢Ges responsaveis pela EIH do tipo spal/74 comprometem uma das
trés hélices da espectrina envolvidas na formag&o dos tetrdmeros de espectrina, seria esperado que
estas mutagdes tivessem um efeito marcante sobre o processo de auto-associagdo. Realmente, as
mutacdes que geram o fragmento de 74 kDa sfo consideradas as mais graves das mutagdes
eliptocitogénicas comuns (LUX & PALEK, 1995).

No caso do gene da alfa-espectrina, as muta¢des encontradas no cdédon 28 sdo bastante
comuns e as trocas R28H, R28C, R28S e R28L ja foram descritas, demonstrando que este cédon
constitui uma regido do tipo “hot spot” (GARBARZ et al, 1990; BAKLOUTI et al, 1991;
COETZER et al, 1991; GALLAGHER et al, 1991b; HANSPAL et al, 1993; LORENZO et al, 1993;
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DHERMY ez al, 1998b). Diversas outras alteragdes no gene da alfa-espectrina, associadas a EIH do
tipo spal/74, foram descritas (tabela 1 — apéndice A) e constituem basicamente mutagdes missense
localizadas no éxon 2.

No caso do gene da beta-espectrina, predominam as mutagdes de clivagem e insercdes e
deleges, que estdo associadas com a presenga de uma espécie truncada da beta-espectrina (tabela 2
— apéndice A). MutagBes de ponto sdo mais raras (tabela 2 — apéndice A). Todas as alteragdes
moleculares neste gene associadas a presenca de EIH situam-se na porgéo 3°, que codifica o dominio
BIV, responsavel pela auto-associagdo da espectrina.

As trés familias portadoras de EIH do tipo spal/74, analisadas no trabalho 3, ndo
apresentavam uma beta-espectrina truncada, e, portanto, a mutagio eliptocitogénica teria maior
chance de localizar-se no gene da alfa-espectrina. Por esta razdo, iniciamos a investigagio dos
defeitos moleculares através da amplificagdo do éxon 2 do gene da alfa-espectrina e da submissdo
dos produtos amplificados a técnica de SSCP. Um padrio de migragéo eletroforética alterado foi
observado nos individuos afetados das trés familias e, apds o seqiienciamento, determinou-se que a
mutacdo R28H era a causa da EIH em todos os casos (fig. 2; apéndice A — ndo incluida no trabalho
3).

Todas as alteragdes moleculares no gene da alfa-espectrina, detectadas em nove das dez
familias estudadas, podem ser encontradas na tabela 3 (apéndice A).

No caso da familia portadora de EIH do tipo spal/74 associada & presenca de uma beta-
espectrina truncada (trabalho 4), a mutac@o eliptocitogénica tinha maior probabilidade de localizar-
se no gene da beta-espectrina. Assim, iniciamos a investiga¢cdo do defeito molecular através da
analise do cDNA por PCR. Uma regido abrangendo a porg&o final do gene, mais especificamente os
ultimos 4 éxons da beta-espectrina (éxons 29, 30, 31 e 32), foi amplificada. Isto foi feito com o
objetivo de se detectar a perda de um destes éxons em um alelo, pois muta¢des de clivagem
envolvendo as perdas dos éxons 30 e 31 tinham sido descritas (tabela 2 — apéndice A). Um
fragmento de menor peso molecular foi detectado na paciente (fig. 4 — trabalho 4). Este fragmento
do cDNA foi purificado e o seqgiienciamento mostrou a auséncia do éxon 30 (fig. 4 — trabalho 4). A
perda do éxon 30 se deve a um padrdo andmalo de clivagem do RNA, que € resultado de uma

mutagdo de ponto G—A no nucleotideo +1 do intron 30 (IVS30 +1 G—A) (fig. 5 — trabalho 4).
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LELY

Objetivo 2: Analisar a presenca do alelo o ¢ associar com a expressio da EIH em

todos os pacientes portadores de mutac¢ées no gene da alfa-espectrina.

LELY

A determinacdo da presenca do alelo o em todas as familias estudadas portadoras de

defeitos no gene da alfa-espectrina (trabalhos 1, 2 e 3), foi feita através da amplificagdo pela PCR do
éxon 40 e do intron 45 do gene da alfa-espectrina e subseqiiente digestdo com as enzimas de

restricio Mwol e Avall, respectivamente. As mutagdes L1857V no éxon 40 e nt —12 C—T no intron

LELY

45, que caracterizam o alelo o~ ", abolem sitios de restri¢éo existentes para estas enzimas, gerando

um padrio de digestdo de facil caracterizagdo (fig. 6 - trabalho 2).
O alelo oY esteve presente em todas as familias estudadas (trabalhos 1, 2 e 3), exceto na

familia 2, portadora de spal/65 (trabalho 1). Através da anélise dos heredogramas familiares foi

LELY

possivel determinar o tipo de associagéo do alelo o com a mutagdo eliptocitogénica em todas as

familias, exceto na familia 3, portadora de spal/65, porque a mée do propésito néo estava disponivel

para estudo (trabalho 1).

LELY

Nas familias portadoras de spal/65 e spal/50, o alelo o esteve presente em heterozigose

e associado em trans ao alelo eliptocitogénico (trabalhos 1 e 2), apresentando a seguinte

configuragdo genética: oFH/ o MELY

LELY

J4 no caso das familias portadoras de spal/74 o alelo o esteve presente tanto em

heterozigose como em homozigose e trés tipos de configuragdo genética foram encontrados:

- EL
aR28H/aLELY R28H LELY/aL Y

(configuragdo do tipo trans), oFBHLELY )y (configuragdio do tipo cis) e o
(configuragdo do tipo cis e trans combinada ou configuragdo homozigota) (trabalho 3).

A descri¢do da presenga do alelo o ELY

em todas as nove familias portadoras de mutagdes no
gene da alfa-espectrina, bem como o tipo de associagdo com o alelo eliptocitogénico, pode ser

encontrada na tabela 3 (apéndice A).
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4.1.2 Trabalho 1

vés

Expression of spectrin o hereditary elliptocytosis in patients from Brazil
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British Journal of Huematoloyy. 1996, 94, $70-+735

Expression of spectrin o/® hereditary elliptocytosis

in patients from Brazil

. . 1.2
Pataicia H. L. Pravki. % Dantera S, Basseres. U * Feavanoo F. Costal 2 avp Sara T. O. Saav
‘Hemocentro. - Deguraamento de Clinica Viedica.. xDepnrmmenco de Farmacologia. uru *Departamento Geneticae Evolugdv.

Universidade Estadual de Campinas. Cumpinas. Brazil

Recetved 29 December 1995: accepted Jor publication 13 May 1996

Summary. We report che clinical and laboratory tindings in
three unrelated families irom southeastern Brazil with Sp rel/
63 hereditary eiliptecytosis (HE). including one homozvgote
and a padent presenting an elongated F-spectrin. In family
1. three patients presented the allele a-Lely in trans to the
eiliptocvtogenic allele. [n these three patients the blood
smear showed pronounced elliptocyrosis. poikilocytosis and
a few small red cell fragments instead of the mild
elliptocvtosis otserved in their father. who did not preseat
the polymocphism. In family 2 we describe one homozygote.
with consanguineous parents presenting with anaemia.
spienomegaly. severs poikilocvtosis and elliptocytosis. bud-
ding. microspherocytes and numerous fragments in the
biced smear. [z family 3 we found an elongated 3Sp in a
patient with Spa""’. The cause of the HE was the Spa'*’.
since the elongated 3Sp was not found in his brother. who
also presented with HE and Spa“®’. Apparenty the
abnormal 3Sp did coc aggravate the HE. because both
tndividuals had the same clinical and laboratory findings.

However. the propositus presented a {ew more elliptocytes
and poikilocytes than his brother. probably because the
elongated Fspectrin may have distucbed the spectrin self-
association. In fact. in the propositus an abnormal band was
observed in the noadenaturiny gels. just above the Sp dimer.
probably as a result of the association ol the abnormal JSp
with the normal spectrin chains.

In the family studied here. both brothers presented the
allele alely. but. as their mother was dead. it was aot
possible to determine the polymorphism transmission.
However. the high number of poikilocytes observed in the
blood smear of boti: cases suggests an association in truns
with the Spa¥®®. Thus. taken together. the data in this
report indicate that HE secondary to Spa®® abnormality is
frequent in Brazil. and in one case it was associated with an
apparenatly novel abnormal large J-spectrin.

Keywords: red cell membrane. hereditary elliptocytosis. -
spectrin. J-spectrin. elongated J-spectrin.

Hereditary ellictocvtosis {HE) comprises a heterogenous
group of disorders characterized by elliptically shaped red
cells and autosomal dominant inheritance. Patients have
varying aumbers of the abnormal erythrocytes in their biood
and the clinical picture ranges from an asymptomatic
condition to overt. clinically significant. haemolysis
(Delaunay et al. 1990: Palek & Lambert. 1990). The most
common abnormality involves a defective spectrin self-
association (Liu ¢t al. 1981, 1982: Coetzer & Zail. 1982).
Spectrin. the major component of the red cell membrane
skeleton. consists of two elongated chains arranged in an
ant-parallel fashion to form a3 heterodimers: the
heterodimers interact in the head region of the two chains
forming tetramers and oligomers (Morrow et al. 1980).

Cortespondence: Or Sara T. 0. Saad. HEMOCENTRO-UNICAMP.
Campinas. SP. Brazil.

470

Limited tryptic digestion of spectrin (Sp) has enabled the
identificadon of five aSp and four J3Sp scructural domains
(Speicher ¢ al. 1980).

Several structural delects of the ol domain. associated
with impaired aJ heterodimer interaction. have been defined
on the basis of abnormal limited tryptic digest maps in which
there is a decrease in the normal 30kD ol domain and a
concomitant increase in one or more lower molecular
weight peptides (Palek & Lambert. 1990). These spectrin
defects are designated according to the molecular weight of
the abnormal peptide (Palek. 1987). The inheritance of a
low-expression allele of the red cell a-spectrin gene (ailele
alely). associated to a defect in the Spal domain. is an
important cause of the great vaciability of clinical expression
in HE (Alloisio et al. 1991: Wilmotte et ul. 1993).

The Spa"** abnormality was discovered in black patients
from West Alrica (Lecomte et al. 1983; Alloisio ¢z al. 1986)

& 1996 Blackwell Science Ltd
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Table 1. Haematological data of patients with hereditary elliptocytosis (HE) related to spectrin o

Spectrin o'/’ Hereditary Elliptocytosis in Brazil 471

163

Hb Retics al63/65 +80 SpD/SpD + SpT
(g/dl) (x10°/1 (%) (%) alely
Family 1
Propositus 10:3 92 69 18 -/-
Mother 129 45 0 3 -/
Father 141 38 43 20 ==
Sister 12-7 72 66 21 -/=
Sister 114 39 ND 23 -/-
Brother 148 70 ND ND /-
Family 2
Propusitus 79 224 100 33 - -
Mother 135 100 43 312 ==
Father 140 92 47 226 ==
Family 3
Propositus* 13-6 63 66 33 -/=
Father 14-5 33 0 -3 Sy
Brother 134 60 39 283 -i=
Sister 12-7 ND 0 ND ==

* Presented an elongated 3-spectrin (approximately 340 kD).

and in black patients from America and Haiti (Lawler ¢t al.
1983). A similar variant was also reported in four families
from North Africa and two South Italian families (del Giudice
et al. 1992). The high incidence of this ailele. reaching 1% in
some Central West African countries (Lux & Palek. 1995).
suggests that the Spa"/®® allele provides resistance to
malaria. This hypothesis has been supported by in vitro
studies (Schulman et al. 1990).

The Brazilian population is characterized by different
racial groups involved in an intense process of miscegena-
tion. Thus. in addition to the native population and the
Portuguese colonists. Brazl has 2-5~+-0 millioa inhabitants
of Alrican slave origin and large numbers of immigrants
from [taly. Spain. Germany. Japan and the Middle East.

[n this report. we present three unrelated families from
Brazil with hereditary elliptocytosis and Spa'®?, including
one homozygote and a patient presenting an elongated 3-
spectrin. As far as we know. this is the first report about HE
patterns in South America.

PATIENTS AND METHODS

We have studied three HE families from southeastern Brazil
with hereditary elliptocytosis. detected by clinical features
and examination of the peripheral blood smear. Table [
shows the haematological parameters in these families.

Patients

Family 1. The propositus was a 23-year-old black woman.
who presented with pronounced elliptocytosis. poikilocytes
and a lew small fragments in the blood smear. Hb 10-3 g/dL
MCV 83, RBC 3-7x10'%/l and reticulocyte count
92 x 10%/1 {2-5%). Mild splenomegaly was detected by
ultrasonography. Two sisters presented similar clinical and

laboratory findings. The blood smear of their mother was
normal but their father presented mild common HE with
predominance of elliptocytes and absence of poikilocytes.

Family 2. The propositus was a 5-year-old black child who
had been anaemic since birth. and presented with spleno-
megaly. His blood smear showed pronounced poikilocytosis.
with some cells in the process of budding. anisocytosis.
marked elliptocytosis. a few microspherccytes and numerous
fragments: Hb 7-9 g/dl. MCV $7f. RBC 2-8 x 103/l
reticulocyte count 224 x 10%/1 {8:0%). His parents were
consanguineous (cousins) and asymptomatc. but their
blood smears showed mild common HE.

Family 3. The propositus was a 23-vear-old black man
with no clinical manifestation. His blood smear showed
pronounced elliptocytosis and potkilocytosis. a few of them
in the process of budding. several squizocytes: Hb 13-4 g/dl.
MCV 901 RBC 4-5 x 10'*/L redculocyte count 65 x 10°/L.
His brother presented similar clinical and laboratory
findings. but budding and poikilocytosis were less pro-
nounced. Their sister and father were asymptomatic. and
without HE. Their mother had died. '

METHODS

After obtaining informed consent from the patients. venous
blood was collected into acid citrate/dextrose solution and
kept on ice for evaluation.

Protein biochemistry. Within 24-72h of phlebotomy.
erythrocyte ghosts were prepared by hypotonic lysis
according to Dodge et al (1963). Duplicate membrane
protein samples were subjected to SDS-PAGE 12% (Laemmli.
1970) and 3-5-17% exponential gradient gels (Fairbanks et
al. 1971): the gels were stained with Coomassie blue.

[n order to quaatify spectrin dimers and tetramers.

C 1996 Blackwell Science Lid. British Journal of Haematology 94: 470475

}
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spectrin was extracied from ervthroevie membrines by
incubation in alow ionic strength buller at b Cand analysed
by nondenaturing electrophoresis (v et al, 19819,

The  proteins were  quantilicd by densitometry ol
Coonmassie blue stained gels at 5400mm (Hoeler, model G8
SO0, S Franetsen, Calillr and the area under the peaks
determined by the computer program GS 363W. version
200 The aimount of spectrin was expressed as o ratio (o
band 3 and Sph content as a percentage ol total Sph) and
Spr The amounts ol Sph and Spband 50 in 30 normal
controls, were 949 F 2:3% (varving [rom 3% (o 1% and
102§ 005 tvarving Trong O-90 1o 111, respectively.

Spectrein extracts were digesied by trypsin CFPCK) 1100
et wt) al 0 Clor 200 in PBS. plES. The digested products
were electrophoresed on discontinuous SDS-polvacryliamide
slab eels thacmmli, 19700 The separating sel wias composed
alt 1O aerylmide and 00385 bisacryvlmide amd stained
wilh Coomassic blue.

To chinracterize o protein with decreased mabtlity on SDS-
PAGE. we performed  immunoblotting, using polvelonal
antibuman a- and =spectrin antibodies: For this experi-
ment. we ran simaltancous samples inoa Biorad minigel
apparatus containing two 6% polyvacevlmide -SDS aels and
one was stained with Coomassie blue. Electrotranster ol the
red cell membrane proteins, Trom the 6% polyacevlamide
SDS zel 1o nitrocellulose, was carried out Tor 2h at 10OV as
described by Towbin ef al (19791 Non-speeilic protein
binding was reduced by preincubating the lilter overnight ot
O in blocking buller (3% nonfat deyomilk, TOma ‘I'ris,
F30 i NaCand 0:02% Tween 200 The nitrocellulose blog
wirs incubiated with polvelonal antihunman a= o d-spectrin
antibodies (Rindly provided by De T TTassoun., SEBlizabeth's
Hospital ol Boston) Tor 200 a1t -+ ¢ and then washed Tor
n min with blocking bulfer without BSA. The blots were
subsequently ineubated with 2 pCiof ' l-protein A in 1Oml
ol blocking buller for T h at 22 Cand then washed Tor 2,
The filters were exposed o Kodak N-Omat lilm with
infensilving screens at 70 0 The second zel was stained
with Coomassic blue,

DNA analysis. Genomie DNA wis extracted by standard

techniques using phenol chlorolorm. The duplication of

codon 1354 was deteeted through amplilication ol exon 4 by
polvnierase chain reaction (Saiki et ol 19831 and hybridiza-
tion ol allele-specilic olisonucleotides as previoushy deseribed
tRoux e al, TON9) For the alely polymaorphism investigi-
tion we sereencd the exon 40 and intron 3 mutations
through the abolition of o Yol (Gallagher & Forget, 199-4)
and Avall sites (Wilmotte et al. 19951 respectively.

RESULTS

Family |

The spectrin content was noemal; Sph owas T8-3% in (he
propositus, 20:7% and 2 30% in her two sisters (normal
control Spl) was 8% and they were heterozveous Tor
.\'pu' " Phe ratio of ol 63/63 FSOKD frmgment, obtained by
densitomelric tracings, was 70% in the propositus and 50%
in her Lather, The mother. who did not present T was
homazygous  lor the  olely  polvmorphism.  but  the

(]

M 1 2 3 4

Fig L.oSpeetein digestion by teypsin C1FPCR) T 1OO owtawt a0 ¢ foe
200 i PBS showing the fragment Spo’ ™ gerown The fragments
woere subjected o SOSOT0% polvaeryfmide ael o stidoed with
Coomassice: blue, (M white shose D normal control; 120 propositos
ol Tunily 2 thomozvaote Spa’ " 00 and ch) Baleer and mother of

family 2 theteroaygotes Spa' )

polymorphism wis absent in the Tather theterozvgous lor
. 1 lis, o . 3

Spo' 7L The patient and her two sisters presented the alely
polymaorphism in trans 1o the o " allele. The brother. not

allected by TE was heterozvgous for alely.

Fuanily 2
The spectrin content was normal in the propositus and his
parentls. Sphywas 559 i the paticat, 5 122% in his mother
and 2267 in his Eather tnormal control Sphy was 12430,
The propositus was homozygous for the Spa’ ** and his
pitrents were heterozyaous (Fig 1z the ratio ol al65;
63 ESOKD fragment was 453% in his mother and 47% in
his Father. They did not present the alely polymorphism,

Family 3

Although both brothers were heterozyvezous Tor the Spa
only the propositus presented o protein with decreased
mobility on SDS-PAGE (Fig 20, The molecular weight of this
protein was 340 KD, based on the cDNA ol a-spectrin (Sahre
etal, 19900 and J-spectrin (Winkehmann et al, 19900, 10 wias
caleulated in o semilog plot. rom the Coomassie blue stained
oels, In this individual the reduction ol d=spectrin (ISp)
content suggested  thalt this clongated protein was an

I s

1996 Blackwell Science Lid, British Journal of Haematology 94 70475
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1 i SHS-1P AT

Fig 2, Family 5. (A White ghost running in duplics
SO tEnirbanks, 197 1 and stained with Coomassic blue: (1)
brather: (21 propositus (note the aboormal band above the -
specteing. (15 hnnunoblotting  with polyelonal antihuman -

spectein antibody. The proteins were vesalved  one SDS 6%,

polvacevliomide gel. teanstereed to nitrocellilose. deteered with the
ant specteing antibody and i Teprotein A ad subjected Lo
autoradiogeaphve 1) brother: 120 propositus (e amtibody identified
the abmormal band ) (C) Nondenaturing electrophoresis ol specirin
exteacted at b Cobin et al 19515 00 normal control; (29 brother: | §)
propositus tnote o donble bid oo thie Spdimers zone),

abnormal SSp. Thus the ratio ol ac0Sp o was 1015 in the
propositus, bul was 091 in the control and (092 in his
brother. The arvea ol the abnormal band plus the JdSp area
corrected this ratio in the propositus (o/ 010 37 0:9 1) This
clongated  protein had an immunological identity (o o
polyvelonal antihuman JSp antibody (Fig 20 but did oot
reaet with antibody (o a-spectrin, The Coomassice blue
staining ol the 6% polvacrvliamide SDS gel conlirmed the
presence ol the abnormal band in the same position detected
by the antihuman d=spectrin antibody. Nondenaturing sels

reveitled i abnormal band just above the Sph)oin the
propositus.  probably  proaduct ol dimers containing  the
clongated J8Sp (Fig 20, Sph) was 301 and 28:3% in Lhe
propositus and his brother. respectively. but when the area
under the curve ol the abnormal band was added to the Spl)
quantitation  the Sph) was 33%. Both brothers and (heir
father and sister were heterozveous lor the alely poly-
morphism.  but it was not possible 1o determine the
palvimorphism  transmission, because we could not study
the mother, The ralio ol al65/635 F SOKD fragment wis 66'%
in the propositus and 39% in his brother.

Allele=specilic oligonucleotides hyvbridization  confirmed
the duplication ol codon 134 in all individuals with the
Spa' " allele.

Spectrein o Y Hereditary Elliptocytosis in Brazil 473

IMSCUSSTON

The ethnie origin ol the Bragilian population is heterogenous
and vnevenly distributed within a countey ol continental
dimensions: thus. non=whites make up 72% ol the north-
castern population and only T ol the southern populition

This study is the liest report of Spo’ “TOHE in South
; originated in Subsaharian

\merica. Apparently, the Spo'
\lrica (Benin=Togo arca) and spread (hrough Burope. via
North Alrica (del Giadice et af. 19921, The linding ol this
allele in three Timilies rom southeastern Brazil with Alrican
ancestry, indicates an Alrican origin for the o' *% allele in
Brazil. On the other hand, due to the krge number ol slaves
brought to our countrey from Central West Alrvica in the past,
it is possible that this deleet is a common cause ol I in
il I el Spa’ T was observed in 0% ol T Gmilies
studied in our clinie.

The molecular defect that gives rise to the Spn' '
homaogenous (Roux ef al. 1989) ind the duplication of coden
134 was observed in all individuals presenting 15 in this

LIS yuite

study. There is one description ol another mutation, 151

Gly -Asp. causing Spa' "7 (Boulanger e al. 1994, but il
wits not observed in (his study.

Allele alely s a low-expression allele of the a-spectrin
acne (Wilmotte e al. 199 3). 11 contiing lwo mutations
located i exon 40 {a 1837 Lew —Valp and intron 45 (-
[2¢ 1L Probably the mutation in exon ) has no
[unctional consequence. but causes an inerease ol the oV
1 RD lragment (Alobsio e al, 199 1), On the other hand, the
mutation in intron <53 is responsible for o partial skipping ol
exom A0 (Wilmotte ¢ af, 199 3),

Apparently the n-chaing lacking exon 46 e poorly
recruited by (he J-chains (Speicher et ol 1992) This
al populations

polvmorphism is o common deleet in seve
(Marcchal ef al. 19935) and the carriers are asvinpltomalic
both in the heterogzygous and the homozveous states
However, this polymorphism might increase the expression
of the elliptocytogenic allele lying in trans. as observed in the
propositus ol Tamily 1. She presented  anacmia. mild
reticulocevtosis, sd o high nomber ol elliptoevies and
poikilocyies, whereas her ather, who was not o carrier ol
this polymorphism, had o lower number ol elliptoevies.
withoul poikilocytes, anacmia or reticuloey losis.

In Tamily 2 wee reported o case ol o child with pronounced
poikiloeytosis and elliptocylosis. red cell fragmentation and
lew microspherocytes., He also presented moderate anaemia
and splenomegaly. His parents were consanguineous and
the child had inherited the Spa'® from both of them.
Despite the high Trequencey of Spa’ % in several populations.
there are few deseriptions ol patients homozygous for this
condition. Apparently this defeet promaotes o very homao-
genous picture. since our patient had similar clinical and
haematological lindings to the case deseribed by Garbars et af
[ TYUNG),

Finally, in Tamily 3 we found an elongated JSp iy a patient
with Spa! "% The cause of HE was Spn' "% sinee the
clomgated ASp did not appear in smother member ol this
Family, also presenting HE and Spa' *5. Apparently the
abnormal ISp did not aggravate the HE, because both

o 1990 Blackwell Science Lud, British Jonenal of Haennielogy 94 470475
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individuals had the same clinical and laboratory findings.
However. the propositus presented a few more elliptocytes
and potkilocytes than his brother. probably because the
elongated J-spectrin may have disturbed the spectrin sell-
association. [n fact. in the propositus. an abnormal band was
observed in the nondenaturing gels. just above the Sp dimer.
probably a: a result of the association of the abnormal 3Sp
with the normal spectrin chains.

Considering the two bands in the SpD zone. the SpD
quantitation was higher in the propositus (35") than in his
brother (28-3%). [n addition. the elongated 3Sp described in
our study seems larger than 3-spectrin Detroit reported by
Johnson et al 11992). who did not analyse the allele o Lely.
However. they found an association of the large JSp with the
Spa"“® and observed. in the patient presenting both defects.
more severe microcytosis than usual for Spa'”’. They
suggested that this finding was related to functional defects
in the large J-spectrin as a slight reduction in the tetramer
association affinity and a reduced amount of spectrin. in a
similar fashion to that observed in our patients.

In the family studied here. both brothers presented the
allele alely but. as their mother was dead. it was not
possible to determine the polymorphism transmission.
However. the high number of poikilocytes observed in the
blood smear of both cases suggests an association in trans
with the Spa"®®. _

Therefore. taken together. the data in this report indicate
that HE secondary to Spa”®’® abnormality is frequent in
Brazil. and in one case it is associated with an apparently
novel abnormal large 3-spectrin.
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4.1.3 Trabalho 2

Expression of spectrin o"*° hereditary elliptocytosis and its association with the

LELY
o allele
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Key Words Abstract

Hereditary elliptocytosis Hereditary elliptocytosis (HE) is a group of hemolytic anemias characterized
Erythrocyte membrane by the presence of elliptical ervthrocytes. The underlying alterations lie in the
o-Spectrin proteins of the membrane skeleton. Defects of the al domain of spectrin have
Allele alELY been defined based on a decrease in the normal 80-kD al domain and a con-
Brazilian population ~ comitant increase in one or more lower molecular weight peptides. We have

studied three Brazilian kindreds with black ancestry, who presented mild
common spal/50 HE. Our aim was to determine the molecular alteration
responsible for the spal/50 HE observed in these three kindreds and to evalu-
ate the presence and influence of allele atELY in the expression of this type of
HE. In order to establish the molecular defect, exons 5, 6 and 11 were ampli-
fied and submitted to a nonradioactive single strand conformation polymor-
phism protocol. An identical band shift in exon 6 was observed in all 3 patients
and their affected relatives. Direct sequencing of the amplification products of
exon 6 showed the same molecular defect in all patients: a T—C substitution,
responsible for the L260P mutation. Allele a'ELY, detected by PCR and
restriction enzyme digestion, was present in the heterozygous form in the three
propositi and was associated in trans with the elliptocytogenic mutation.
Blood smears of the patients with HE and aELY in trans showed pronounced
elliptocytosis, poikilocytosis and a few small red cell fragments, whereas the
blood smears of their relatives, who had HE without allele a*£LY, showed mild
common HE with a predominance of ovalocytes and the absence of poikilo-
cytes. We conclude that allele aLELY does not lead to the worsening of clinical
conditions when associated in trans with mild HE, but can be easily distin-
guished by a blood smear analysis. The predominance of the L260P mutation
in the kindreds studied could be related to the colonization of Brazil during the
slave trade by Africans from the Benin-Togo area, where this mutation is par- |

ticularly common.
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Introduction

Hereditary elliptocytosis (HE) is a group of disorders
characterized by the presence of elliptical erythrocytes, a
wide range of clinical manifestations and by an autosomal
dominant inheritance [1]. The molecular defects responsi-
ble for these abnormalities lie in the membrane skeleton,
a network of proteins on the inner surface of the red cell
plasma membrane, which is responsible for maintaining
the shape, stability and deformability of the erythrocyte
{2].

Spectrin, the major component of the skeleton, is com-
prised of two homologous, but nonidentical, subunits
known as a- and B-spectrin. These subunits intertwine in
an antiparallel manner to form rodlike flexible heterodi-
mers. which in turn self-associate in a head-to-head man-
ner to form tetramers {2]. Both subunits can be cleaved
into peptide domains (al-aV and BI-BIV) after limited
tryptic digestion. The al domain is an 80-kD domain that
comprises the NHs-terminal region of the a subunit,
whereas the Bl domain (28 kD) contains the COOH-ter-
minal region of the B-subunit. Both the al and BI domains
participate in the spectrin dimer (SpD) self-association
process {3].

Several structural defects of the al domain associated
with impaired off heterodimer interaction have been de-
fined on the basis of abnormal limited tryptic digest
maps. The latter have shown a decrease in the normal 80-
kD al domain and a concomitant increase in one or more
lower moilecular weight peptides {1, 4].

There are two subgroups of HE associated with an
abnormal 50-kD proteolytic fragment: al/50a and al/50b.
The subgroup al/50a, which is more common and is
apparently confined to the black population [S], consists
of mutations occurring primarily in exon 6 of the a-spec-
trin gene. The substitutions al L260P and al S261P are
very common and lead to an enhanced cleavage of 256
arginine and 258 lysine, respectively [5, 6]. Another muta-
tion commonly observed, al L207P, also leads to an
enhanced cleavage of 258 lysine [7]. The al/50b subgroup
1s more rare and is associated with mutations lying pri-
marily in exon 1 of the a-spectrin gene, including E471P
or H469R substitutions. These alterations lead to en-
hanced cleavage of arginine 470 or arginine 468, respec-
tively [5, 6, 8]. It is of interest that, in the spal/SO0 spectrin
mutants, most of the amino acid substitutions are located
in the helix 3 of a given repeat unit, near the connecting
segment among the individual repeats [7]. Other defects
have also been described in isolated cases of spal/50 HE
[9-11].

Association of spal/50 HE with alELY Allele

Family MO

Family JE

Fig. 1. Pedigrees of families MO, JE and SA. [[J = Normal allele;
E = L260P allele; [[J = a-ELY allele. The arrows indicate the patients
in each family.

Allele alELY is a low-expression aliele of the a-chain of
erythroid spectrin [12]. It is characterized by a C-G
mutation at position «1857 in exon 40 and a C—-T (nt-12)
mutation in intron 45. This last mutation is probably
responsible for partial skipping of exon 46, which is essen-
tial for the nucleation process of the a-chains by the B-
chains during erythropoiesis [12]. Allele alELY remains
asymptomatic both in heterozygotes and homozygotes. In
contrast, it enhances the expression level of deleterious
a-alleles occurring in trans, and as such has clinical impor-
tance.

In this study we have determined the molecular defect
responsible for HE in three Brazilian kindreds presenting
with spal/50 HE and impaired SpD self-association. In all
3 cases the defect was a T—C point mutation, resulting in
L260P substitution. We have also assessed the presence
and type of association of allele aLELY in all 3 cases.

Patients and Methods

We have studied three families from southeast Brazii with HE
detected by clinical features and examination of the peripheral blood
smear. Family pedigrees are available in figure 1.

Patients

Family MO. The propositus was a 14-year-old boy, who present-
ed with pronounced elliptocytosis, many poikilocytes and few small
red cell fragments in the blood smear (fig. 2A). Hb 13.8 g/dl, MCV
80 fl, RBC 4.9 x 10'/1 and reticulocyte count 42 x 10%1. The
ultrasonography did not show splenomegaly or cholelithiasis. The

Acta Haematol 1998:100:32-38 33
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Fig. 2. Blood smear of the patient (sub-
ject IL1) of family MO (A), showing pro-
nounced elliptocytosis (90%), many poikilo-
cytes and few schisocytes. His mother (sub-
ject 1.2; B), has many ovalocytes (40%) and
no poikilocytes or schisocytes. Blood smears
of the patient (subject I.1) of family JE (C)
and the patient (subject II.1) of family SA
(D) show pronounced elliptocytosis, several
poikilocytes and few schisocytes.

blood smear of his mother showed a predominance of ovalocytes and
few poikilocytes (fig. 2B). His father, 2 brothers and 1 sister did not
present HE.

Family JE. The propositus was a 35-year-old woman, who pre-
sented with mild splenomegaly and had previously undergone chole-
cystectomy. Her blood smear showed pronounced elliptocytosis and
several poikilocytes (fig. 2C), Hb 1 1.7 g/dl, MCV 92.7 fl, RBC 3.73
% 10'%/] and reticulocyte count 115 x 10%1. The blood counts were
repeated at least 10 times during the follow-up of the patient and the
Hb level varied from [1.3 to 12.7 g/dl. The reticulocyte count was
also performed 5 times and showed the following values: 54, 89, 115,
119 and 169 x 10%1. Indirect bilirubin was normal or in the upper
limit in 3 examinations. Haptoglobin quantitation was not per-
formed. Her parents were not available for study, but her daughter
did not present HE.

Famify SA. The propositus was a 33-year-old woman, who was
pregnant. She was referred to our clinic because the clinical patholo-
gist observed elliptocytes in her blood smear in a routine examina-
tion. Besides the pronounced elliptocytosis detected, her blood smear
also showed many poikilocytes and few schisocytes (fig. 2D), Hb
12.3 g/dl, MCV 89 fl, RBC 3.97 x 10'%/land reticulocyte count 48 x
10%/1. Her father and her son presented mild common HE. They did
not present hemolysis, but the blood smear of her father showed the
same picture as hers, whereas her son had many ovalocytes and an
absence of poikilocytes in the blood smear. Her mother and another
son were normal.

Methods

After obtaining informed consent from the patients, venous
blood was collected into acid citrate/dextrose solution and kept on ice
for evaluation. ;

Protein Biochemistry. Within 24-72 h of phlebotomy, erythro-
cyte ghosts were prepared by hypotonic lysis according to Dodge et

34 Acta Haematol 1998;100:32-38

al. [13]. Membrane protein samples in duplicate were subjected to
SDS-PAGE 12% [14] and 3.5-17% exponential gradient gels [15];
the gels were stained with Coomassie blue.

In order to quantify SpD and spectrin tetramers (SpT), spectrin
was extracted from erythrocyte membranes by incubation in a low
ionic strength buffer at 4°C and analyzed by nondenaturing electro-
phoresis [16].

The proteins were quantified by densitometry of Coomassie blue-
stained gels at 540 nm (Hoefer, model GS 300, San Francisco, Calif.)
and the areas under the peaks were determined by the computer pro-
gram GS 365W, version 3.01. The amount of spectrin was expressed
as a ratio to band 3 and SpD content as a percentage of total SpD and
SpT. The amount of SpD and Sp/band 3 in 30 normal controls was
9.9 + 59 (varying from S to 14%) and 1.02 % 0.05 (varying from
0.90 to 1.11), respectively.

Spectrin extracts were digested by trypsin (TPCK) 1:100 (wt/wt)
at 0°C for 20 h in PBS pH 8.0. The digested products were separated
by discontinuous SDS-polyacrylamide slab gels [14]. The separating
gel was comprised of 10% acrylamide and 0.38% bisacrylamide and
stained by Coomassie blue.

DNA Analysis. Genomic DNA was extracted by standard tech-
niques using phenol-chlorophorm. PCR was performed as described
elsewhere [17] in a DNA thermal cycler (Perkim-Elmer Cetus, Nor-
walk, Conn.). Exons 5, 6 and 11 were amplified with primers
described elsewhere [7, 10]. All amplification products were submit-
ted to nonradioactive SSCP in the Phast System Apparatus (Pharma-
cia, Uppsala, Sweden) for 400 Vh at 15°C. The exon 6 amplification
products were sequenced according to Thermo Sequenase™ cycle
sequencing kit (Amersham, Cleveland, Ohio). For the alELY poly-
morphism investigation, we screened the exon 40 and intron 45
mutations through the abolition of a Mwol [18] and Avall sites [12],
respectively.

Basséres/Pranke/Vicentim/Costa/Saad
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Fig. 3. Electrophoretic analysis of red cell mem-
brane proteins. A 3.5-17% exponential gradient
SDS-polyacrylamide gel of total membrane proteins
stained with Coomassie blue. B Discontinuous SDS-
PAGE of tryptic digests ol spectrin shows an en-
hanced al/50-kD fragment (arrow) in the patient of
family JE compared to the control (C). M = Ghost.

Fig. 4. Nonradioactive SSCP showing an identi-
cal band shift in the patient (subject II.1) of family
MO, the patient (subject [.1) of family JE and the
patient (subject II.1) of family SA (6). The shift was
absent in the control (C) and in the other members of
family MO: father (I.1), brother | (II.2), brother 2
(I1.3) and sister (I1.4).

Fig. 5. Genomic DNA sequencing of patient (sub-
ject I1.1) of family MO showing the T—C substitu-

Results

In this work we analyzed three Brazilian kindreds with
spal/50 HE. Densitometric scanning of Coomassie blue-
stained SDS-PAGE did not reveal abnormal bands or pro-
tein deficiency in any of the 3 patients (fig. 3A). All the
3 propositi and the subject [.2 of family MO showed
increased amounts of SpD in relation to the control (ta-
ble 1). After tryptic digestion of spectrin they showed an
increased expression of the spol/50-kD  fragment
(fig. 3B).

Association of spal/50 HE with oLELY Allele

tion in exon 6 (L260P).

The investigation of the underlying molecular defects
was performed through PCR amplification of exons 5, 6
and 11 of the o-spectrin gene, followed by submission of
the amplification products to nonradioactive single
strand conformation polymorphism (SSCP). Exons 5 and
11 showed no migration abnormalities in all three fami-
lies. However, the 20% nondenaturing polyacrylamide gel
of single-stranded DNA of exon 6 showed an identical
band shift in all individuals affected (fig. 4). Direct se-
quencing of the PCR products revealed, in all the proposi-
ti of the three families, a T—C substitution, leading to the
L260P amino acid change (fig. 5).
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Fig. 6. Digestion patterns of PCR prod-
ucts using the enzymes Avall (A) and Mwol
(B) in family MO. Similar patterns were
obtained for the other two families. M =
»X174; U = undigested PCR; +/— = aLELY/q;
—/— = a/a; +/+ = LELY/gLELY,
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Allele alELY was present in the three propositi in het-
erozygosity (fig. 6). By the analysis of family pedigrees it
was possible to determine that the alELY polymorphism
was associated in trans with the elliptocytogenic mutation
in the patients of all three families (table 1).

The molecular analysis allowed us to build informative
genealogical trees of the three families (fig. 1).

Discussion

[n this study we present three Brazilian kindreds with
spal/50a HE. All the individuals affected bore the L.260P
substitution, indicating that this mutation may be fre-
quent among black descendents in the southeast of Bra-
zil,

In a study in West Africa, Lecomte et al. [19] observed
that the spol/50a variant, recurrently found in southern
Benin and Togo, was associated with the L260P substitu-
tion and occurred among highly related ethnic groups. In
a more recent study made in Benin [20], the L260P substi-
tution was found among two highly related ethnic groups
in a restricted area in the southeast. On the other hand,
black HE subjects originating from the West Indies or
North America [7] also present the spal/50a variant asso-
ciated with L207P substitution, known as sp Saint Louis
[18], as well as the L260P mutation.

The lack of the L207P substitution in our study may
reflect the fact that the Brazilian black population has a
different genetic background from the West Indies or
North American black population, where both the L207P

36 Acta Haematol 1998;100:32-38

and L260P mutations seem to be frequent. In order to
confirm that the spal/50a mutations have different fre-
quencies among these populations, a larger sample of
spal/50a HE subjects should be analyzed. The difference
in the genetic background, however, was already observed
in B-globin haplotypes studies [21, 22], where distinct [3-
globin haplotypes frequencies were observed among these
populations. This difference in the genetic background
probably arose through the use of different migration
routes from Africa during the slave trade [23-26].

Allele ¢LELY s a low expression allele of the a-spectrin
gene [12] and is comprised of two mutations located in
exon 40 (L1857V) and intron 45 (nt-12C—T). Probably,
the mutation in exon 40 has no functional consequence,
but causes an increase in the oV 41-kD fragment [27]. On
the other hand, the mutation in intron 45 is responsible
for the partial skipping of exon 46 during splicing [12].

Apparently, a-chains lacking exon 46 are poorly re-
cruited by the B-chains during membrane assembly [28].
This polymorphism is a common defect in many popula-
tions [29] and the carriers are asymptomatic, whether het-
erozygous or homozygous. However, such polymorphism
might increase the expression of the elliptocytogenic allele
lying in trans.

Thus, in family MO and SA the patients had a normal
Hb content and reticulocyte count, and showed no hemo-
lysis. Both had a high number of elliptocytes, many poiki-
locytes and few schisocytes in their blood smears (fig. 2A,
D). The HE members of both families, who lacked the
atELY jllele, had many ovalocytes, but no poikilocytes or
schisocytes (fig. 2B). In family JE, the propositus had

Basséres/Pranke/Vicentim/Costa/Saad
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Table 1. Hematological and molecular data of patients with HE related to spectrin a¥/50

Hb Reticulo- Ellipto- L260P alELY SpD/SpD+T®
g/dl cyte, % cytes Y%

Family MO

Propositus (1I.1) 14.1 1.1 Fhtt +f +/- 33.3
Father (I.1) l4.4 1.4 0 -/- ++ ND
Mother (1.2) 13.2 1.0 ++ +/= /= 35.0
Brother 1 (I1.2) 144 1.0 0 /= /- ND
Brother 2 (II.3) 13.8 0.9 0 /- /- ND
Sister (11.4) 13.1 1.1 0 /= +/=- ND
Family JE

Propositus (I.1) 11.7 3.7 ottt = +/- 29.0
Husband (L.2) 13.6 ND 0 -l -/~ ND
Daughter (II.1) 13.5 1.5 0 = +/- ND
Family SA

Propositus (II.1) 12.2 0.5 bt +/- +/~ 30.0
Father (I.1) 14.9 1.3 R +- +/- ND
Mother (1.2) 13.6 0.4 0 /- 4/ ND
Husband (I1.2) 15.4 0.4 0 -/- /- ND
Son | (I1L.1) 12.3 0.3 4 +/- -/ ND
Son 2° (111.2) 9.9 1.1 0 /= +/- ND

ND = Not determined.

3 Control values for SpD/SpD+T are depicted in Methods.

b Seven-month-old boy.

mild splenomegaly, having already undergone cholecys-
tectomy, and sometimes showed an elevated number of
reticulocytes, indicating the presence of hemolysis. This
subject also had a high number of elliptocytes in the blood
smear, with the presence of few poikilocytes and schiso-
cytes (fig. 2C).

Hereditary pyropoikilocytosis has been described in a
patient presenting a spal/74 mutation associated in trans
with the aLELY a]lele [27]. However, our study showed that
the association of alELY allele in trans with the spal/30
L260P substitution did not lead to a pronounced worsen-
ing of clinical or laboratory features, although it may
induce mild hemolysis. In another study [30], we ob-
served that the alELY allele associated in trans with the
154 Leu duplication also had a low impact on the hemato-
logical data of HE patients with spal/65.

Therefore, we should expect that allele aLELY would not
lead to severe conditions, when associated in trans with
mild HE mutations, but at least it might be easily recog-
nized by the blood smear examination. However, sur-

Association of spal/50 HE with alELY Ajlele

prisingly, it does not seem to worsen the impairment of
the SpD self-association process, since the dimer quantifi-
cation showed similar results in subjects bearing and sub-
jects lacking the allele atELY. Moreover, this is the first
report of spal/50 HE in South America.

Acta Haematol 1998;100:32-38 37
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| Abstract: We have studied three Brazilian kindreds presenting spectrin
2[/74 hereditarv elliptocvtosis (HE) due to a G—A substitution.
responsible for the R28H mutation. The mutant allele was associated
with 2l domain haplotvpe | (Xbal =/Mspl 7/Pvull 7) in all three families
and with two different x[T domain haplotypes (I/RIT. 4/RVR). This
result may reflect that this mutation occurs in a "hot spot”” and may have
arisen more than once or that a crossing over event mayv have occurred
between the two domains studied. We detected one new haplotvpe in the
2[ domain (haplotype 3 - Xbal 7/Mspl 7/Pvull 7). The mutant allele was
assoctated with the lack of the 2IT domain Alu insertion in all three cases.
Allele xEBHY detected by PCR und restriction enzvme digestion. was
present in the heterozygous form in patient | (:cHE/zL.E“‘) and in the
homozygous form in patieats 2 and 3 (x5 ELY/ELY) [t was found 1o
be assoctated with 2II domain haplotypes | (RIT) und 4 (RVR) and with
the presence and absence of the Alu inseruon. This mayv have arisen
through recombination events. since this polymorphism is located in the
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and with «l/o«Il domain

Hereditary elliptocytosis (HE) is a group of
disorders characterized by the presence of elliptical
ervthrocytes. a wide range of clinical manifestations
and autosomal dominant inheritance (1).

Several structural defects of the =I domain of
spectrin have been described in HE. These defects
are associated with an impaired % heterodimer
interaction and have been defined on the basis of
abnormal limited tryptic digest maps. Such maps
have shown a decrease in the normal 80 kD =l
domain and a concomitant increase in one or
more lower molecular weight peptides (1. 2).

In the HE subgroup associated with an abnormal
74 kD proteolyuc fragment. the impairment of
spectrin dimer self-association may be particularly
severe (3). The molecular defects underiying the xI/
74 HE have been elucidated in a number of HE
cases and most of them consist of point mutations
in the x-spectrin gene (4). Indeed, a “‘hot spot”

2IV-2V domain junction. which is tar distant from the «[I domain.

Accaorec ‘or puoucancn 30 August 1S58

region for mutations has been described in codon 28
of the x-spectrin gene (3).

Polvmorphisms of the «I and 20l domains of
spectrin  have been used to detect different
haploivpes in these domains. Since most -
spectrin HE mutations occur in the =zl domain.
haplotyping of this domain s important in order
to facilitate epidemioclogical and population-based
genetic studies of these mutations (6). «[I domain
haplotyping is also considered valuable, since
most x-spectrin HE mutations are linked to the
same 2II domain haplotype (7).

Allele 2"BYY is a low-expression allele of the
erythroid spectrin x-chain, which is characterized by

an increased susceptibility of the xIV-aV domain

junction to proteolysis, which enhances the aV/
41 kD fragment after limited tryptic digestion of
spectrin (8). This increased susceptibility to proteo-
lysis is due to a C—G mutation at position 21357 in
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exon 40 of the x-spectrin gene (9). However, this
mutation does not explain the low expression of
allele x"5%Y. A second mutation. C—T (nt —12).in
intron 43 of the »-spectrin gene. was subsequently
found to be linkad to the exon 40 defect. This second
mutation is probably responsible for the partial
skipping of exon 46 during splicing. and therefore
for the low level of expression (9). The skipping of
exon 46 causes the deletion of six amino acids in the
nucleation site of the =z-spectrin chain. %-Chains
lacking these amino acids are not recruited by the p-
chains during membrane assembly. and conse-
queatly are not expressed (10. 11). Allele x“E-Y
remains asvmptomatic in both heterozvgotes and
homozvgotes because the 2-chains are svnthesized in
a large excess relative to the B-chains. and the
skiPping of exon 46 i1s only partial. In contrast. allele
+-%+Y enhances the expression of deleterious a-
alleles occurring in crans. and as such. has clinical
importance. The clinical significance of this alleie.
compared 10 other low expression alleles. arises from
its relatively high frequency in several populations
(12.13).

We have studied three Brazilian kindreds with «l/
74 HE and impaired self-association of spectrin
dimers. The molecular defect was the R28H
mutation in all cases. Allele x~E%Y was preseat in
all families. In one kindred it was associated in trans

Taote *. Hematciogical anc Jrotein Sicctemisity Tesutts [or inCividuals with spxi/74 HE anc asscc:aton of the 2

to the R28H mutation (x7E/x*5-Y) and in the other
two kindreds the E(atients were homozygous for this
polymorphism (x"ELELY/4LELY)

The mutant allele was also found to be associ-ated
with 2 domain haplotype 1 (Xbal™/Mspl™/
Pvull ™) in all three cases. Nevertheless it was
associated with Il domain haplotype 1 (RIT) in one
kindred and with xII domain hapiotype 4+ (RVR) in
the other two kindreds. The Alu slement was absent
from the mutant allele in all cases. We have also
detected a new haplotype in the xI domain.

Subjects and methods

Informed consent was obtained from all subjects
involved in the study. which was approved by the
Ethics Committee of the University Hospital at
Unicamp.

Family 1
The patient was an $-vr-old boy of Black ancestry
who presented increased osmotic tragility of the red
ells. severe poikilocvtosis and numerous schizo-
cvies. spherocvies and a few ovalocytes in the blood
smear (Table 1). The patient had a history of severe
neonatal anemia and jaundice. and had recesived
blood transfusions everv 2 wk during the first vear

LY polvmorghisem win tne =S alee

Hb teveis Aencutocne Se0/Sed ~ $at? UM AR 2™ anee
1g/ah count (%) 19y, A associaten’ gk Senr Screr Cvaie Siig
“amuy
Patent 18 203 ks 51 rans -——— - -- - d
Metrer 12.9 52 330 18 None ol ] b} - -
12
Father 16.0 11 0.0 17 Naone
W3
Family 2
Pauent 0.1 3s 3290 u Cis ang rans -- - - - -
Motner "S3 5 ND ND Cs ] B 3 - 0
22
Fatner 178 a3g 30 25 None
23
Farmiy 3
Panent 72 123 312 16 Cis and !rans - - - 2 -
3
Mother 123 13 175 24 Cs g ] a
12
~ Fatner 148 7 ND ND None g P 0 - ]
13

* Hematological values before splenectomy.
: The amount of Sp0 in 30 normal controls was 9.9% +3% (range 5-14%).
Type of association of the 37 ailele in relfation o the R28H mutation,

ND. not determined: Poiki, poikilocytes; Schiz, schizocytes: Spher, spherocytes: Ovalo, ovalocytes; Ellip, elliptocytes.



Capitulo 4. Eliptocitose Hereditaria: Resultados e Discussdo 73

of life. At 14 months old he underwent splenectomy.
and there was an improvement in his clinical
picture. His hematological profile before splenect-
omy was Hb 3.8 g/dl. RBC 1.25 x 10'*/I, MCV 75H.
MCHC 35.0 g/dl. reticulocyte count 236.2 x 10”1
(20.5%). and his recent hemdtologxcal profile was
Hb 12.4 ¢/dl. RBC 3.92 x 10'*/I, MCV >4ﬁ MCHC
38.7 g/dl. reticulocyte count 153.9 x 1071 (2.6%).
His mother had a normal hematological profile.
with the presence of ovalocytes and a tew ellipto-
cytes in the blood smear (Table ). Nevertheless.
her reticulocyte count was above normal (5.29%)

which indicated the presence of compensated
hemolysis.
Family 2

The patient was a 9-month-old boy of [talian origin
who had many poikilocytes. a regular number of
schizocvtes and ovalocytes and a few spherocytes in
the blood smear (Table 1). The patient had a history
of neonatal anemia and jaundice. having received
one blood transfusion. His hcmdtolowlul para-
meters were Hb 10.1 g/dl. RBC 3.5x 10"/l MCV
770, MCHC 37.4 g/dl. reticulocyte count 122.3 x
101 (3.3°%). His mother was asvmptomatic and
showed a4 normal hematoiogical profile with only
mild anisocyvtosis and a few ovalocyvtes 1n the blood
smear (Table ).

Family 3

The patient was a 3-month-old girl of ltalian origin
who had increased red cell osmotic tragility. many
poikilocytes and a regular number of schizocytes
and spherocvtes in the blood smeur (Table 1). She
suffered from neonatal anemia and jaundice. Her
hcm‘uoloﬂlcal parameters were Hb 7.2 ¢/dl. RBC
251 x 10"/1. MCV 78.6/l. MCHC 36.5 @/dl. reticu-
locvte count 384.0 x 10”/1 (15.3"%). Her mother was
asymptomatic and showed a normul hematological
protile. presenting only a mild anisocytosis and a
few ovalocytes in the blood smear (Tabie 1).

Protein biochemistry

Analysis of spectrin dimers and digestion ot spectrin
extracts by trvpsin were performed as described
elsewhere (14-19). The «I/74 kD fragment content
was expressed as a percentage of total x1/74+al/
80 kD fragments.

Detection of the RZ8H mutation

Genomic DNA was extracted by standard tech-
niques using phenol—chloroform. Exon 2 of the
y-spectrin gene was PCR amplified with primers
described elsewhere (5). All dmphﬁcatlon products
were submitted to nonradioactive SSCP in a Phast-

Haplotyping of x-spectrin R28H mutation

Svstem Apparatus (Pharmacia. Uppsala. Sweden)
for 400 V hat 15 C. The exon 2 amplification prod-
ucts of the patients were subcloned into pMOShlue
vectors (Amersham. Cleveldnd OH). and sequenced
using a Thermo Sequenase’ ™ cycle sequencing kit
(Amersham. Cleveland. OH).

Haplatyping of the ! and il domains

To haplotype the «I domain. introns 2 and 3 of the
x-spectrin gene were amplified as described else-
where (6) and the polymorphisms assessed by
digestion with restriction enzymes Xbal (intron 2)
and Mspl (intron 3). We also assessed the poly-
morphism in intron 3 through digestion with Pvull,
since this polvmorphism creates a Mspl site and
abolishes a Pvull site. To haplotype the xII domain,
exons 16. 17 and 18 were amplified (7) and subse-
quently digested with Haell. BamHI and Ddel.
respectivelv. We also ampilified intron 18 with the
primers described by Guallagher er «l. (7). A 450 bp
dittference in the size ot the amplification product
wus used to determine the presence or absence of a
known Alu insertion.

Y nolymorphism

LELY

Detection of the %

To study the % polvmorphism. we screened tor
exon 40 and intron 43 mutuations by digestion with
restriction enzyvmes Mwol and an Avall. respec-
tively (9. 20).

Resuits

We have studied three Brazilian kindreds with HE
and impaired self-association of spectrin dimers.
Although no protein abnormalities were observed
following SDS analysis. all patients of the three
kindreds had increased amounts of spectrin dimers
(SpD) in relation to the control (Table 1). The
trvptic digestion of spectrin revealed an increase in
the 74 kD tragment and a concomitant decrease in
the normal 80 kD fragment in all patients. thus
characterizing this type of HE as xl/74 HE
(Table 1). In order to analyze the molecular
defect. we performed a non-radioactive SSCP
analysis of exon 2 of the x-spectrin gene of all
patients and their parents followed by sequencing of
abnormally migrating fragments. Using this tech-
nique we determined that all patients and affected
parents showed a G—A (Arg— His) substitution in
codon 28. thus confirming the R28H mutation (data
not shown). All patients were heterozygous for the
R28H mutation.

Haplotyping of the aI and a«Il- domains of
spectrin resulted in three different 2l haplotypes
and three different xIl haplotypes in the three
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families. including the presence of a haplotype
not described previously, haplotype Xbal "/Mspl ™/
Pvull ™ in the 2l domain (haplotype 3) (Table 2).
The presence of an Alu insertion in intron 18 was
also assessed. The mutant allele was associated with
«[ domain haplotype t (Xbal ~/Mspl ~/Pvull ™) in
all three families (Table 2). Nevertheless. it was
associated with «II domain haplotype ! (RIT) in
tamily | and haplotype 4 (RVR) in families 2 and 3
(Table 2). The Alu element was not present in the
mutant allele in any case.

The x“E%Y allele was associated with xI domain
haplotype 1. with Il domain haplotypes | and 4
and with the presence and absence of the Alu
insertion in intron 18 (Table 2). This allele occurs
in trans to the R28H mutation in patient | (2™¥/
~ ELY). but patients 2 and 3 were homozygous for
this polvmorphism (AHE-LELY yLELY)  The 4LELY
allele occurs in ¢is to the R28H mutation (x"E-LELY/
%) in individuals 2.2 and 3.2 (Tables | and 2).

Discussion

This study describes three Brazilian kindreds with
spxl/74 HE and increased amounts of spectrin
dimers. The same molecular detect. a CGT—CAT
alteration in codon 28 (R28H). was observed in all

three kindreds and suggests that this mutation may
be u frequent cause of x-spectrin-related spxl/74 HE
in Brazil.

The R28H mutation has been described in four
families of known Negroid origin (5. 7. 10), in one
family of Caucasian origin (21) and in one Tunisian
tamily (22). We suggest that the R28H mutation
may have reached Brazil through the immigration
ol Africans during the slave trade. Families 2 and 3
have no known Negroid ancestry. However. since
the Brazilian population is verv mixed. kindreds of
alleged European ancestry may have had a certain
degree of Negroid admixture in their past history.

Another possible explanation is that the R28H
mutation may have arisen more than once In
ditterent ethnic backgrounds. particularly since
codon 28 is considered a “hot spot” for mutations
and three other alterations in this codon have been
reported (5. 23. 24). The presence of R28H in a
Caucasian French tamily supports this hypothesis
(21). In an attempt to address this issue. we
pertormed the haplotyping of the «l and afl
domains of the x-spectrin gene and assessed the
presence ot an Alu insertion in intron 1§ in the three
families studied. The R28H mutation was asso-
ciated with 2l domain haplotvpe 1 (Xbal “/Mspl 7/
Pvull ™) in all three cases (Table 2). which strength-

Table Z =xiended haplotypes' 2f all aveies encountered in the :hree famiies, inclucing the presence r Jpsence 1t “he R28H myianon
g

spxt 73 mutation R28H

1 domain napiotvpe

il doman raplotype

e

£

~

vl tomam Aly nserten .

»

"

" polymarehism

Family *

Patient (bal - Mspi = 17 R
" bai Mspl = () R
Maother Xbal - Mspl 1) R
12 Xbal - Mspl = (2) H -~
Father Xbal ~ Mspl = 11 R
13 Xbal = Mspt = (3 R
Family 2

Patrent Xbal = Msp! = {1} R
2.1 Xbai ~ Mspl (1} R
Mother Xbal ~ Mspt = (1} R
22 Xbat ~ Mspl = (2) R
Father Xbal ~ Mspl = (1) R
23 Xbal * Mspl = (1) R
Family 3

Patient Xbal~ Mspt =~ {1} R
31 Xbal - Mspi ~ {1) R
Mother Xbal = Mspl = (1) R
32 Xbal = Mspl = (1) R
Father Xbal = Mspi~ (1) R
33 Xbal ™ Mspt = {2) R

- — - = — < .

- T T < T o<

T iy -
T Aly - -
e Aiy ” -
Ti3) Aly —
T Aly - -
T Alu” - -
R () Ay~ -

T Al ~ -
R 13) Aly -
T Aly -~ - _
T aly ~ +
T Aly~ - -
R4 Aly +
Ty Ay~ - +
R4 Alu~ + +
TMm Aly ~ -
T Alu~ + +
T Alg ™ - -

* Linkage of these alterations in specific alleles was determined through genotype analysis

® Pvuli digestion of intron S was also performed and the digestion pattern was the opposite of that obtamed with Mspl digestion, as expected.

¢ New haplotype.

{1). {2), {3) or {4): haplotypes designated numbers according to Gallagher et af (6. 7).

E. exon; |, intron.
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ens the hypothesis of a common origin for the
mutant allele in the three families. However. one
cannot overlook the fact that the «I haplotype 1.
which has u frequency of approximately 30% (6).
would be statistically as prone as haplotype 2 to
bear the R28H mutation. had the latter occurred
more than once.

The finding that families 2 and 3. both of [talian
origin. bore the zII domain haplotype 4 associated
with the R2I8H mutation. whereas family | bore
haplotvpe | associated with R28H. supports the
hvpothesis that this mutation mayv have surtaced
more than once in different ethnic backgrounds.
Interestingly. 2l domain haplotype 4 was tound to
be restricted to Black subjects in two population
studies (7. 23). This is the first ume that the «lI
domain haplotvpe 4 is described in subjects of
[talian origin.

We also detected a new haplotype in the z«l
domain. since one of the subjects studied (individual
1.3) was heterozvgous ftor Xbal digestion. but
homozyvgous for a lack of digestion with Mspl
and for digestion with Pvull (Xbal™/Mspl™/
Pvull™ or haplotvpe 3). This new haplotype
seems 1o be rure. since it has not beesn detected
betore.

Association of the allele in truns. in cis or
both with the R28H mutation were observed in
these tumilies (Table 2). The etfect of such ussocia-
tion on the expression of HE in the present study
seems to correlate with that found by Randon er ul.
(10

In the patient of fumilty 1. the allele was
associated i rans with the R28H murtation. As
expected. this individual had the most severe clinical
picture of all the subjects studied. with a history of
severe neonatal anemia and splenectomy. This
patient’s biood smear had a greater number of
deformed cells (poikilccytes. schizocytes. sphero-
cvtes. and ovalocytes) (Table 1). He also had the
highest amount of spectrin dimers (33.3%) and the
highest expression of the 74 kD fragment (61%)
{Tuble 1). His mother (individual 1.2), who also had
the R28H mutation but lacked the x*ELY allele. had
a rather benign clinical picture. Her hematological
values were normal. except tor a slight increase in
the reticulocvte count and a few ovalocytes and
elliptocytes in the blood smear. She had lower levels
of spectrin dimers and 74 kD fragment expression
{Table ).

The patients of tamilies 2 and 3 are homozygous
for the ¥*ELY polymorphism, and therefore had a
cis and truns association with the R28H mutation.
Individuals with combined c¢is and truns association

(«HE-LELY/yLELY)y 176 expected to have the same
LELY (oHE/ )

LELY

LELY

clinical picture as those lacking allele «
Indeed, Randon er al. (10) observed a similar

Haplotyping of z-spectrin R28H mutation

expression of HE of these two ditferent genetic
configurations. except during the neonatal period.
In our case. there was a difference between these
two genetic configurations that extended bevond
the neonatal period. Whereas individual 1.2 ( HE/y)
had an almost normal hematological plcture. and
wis diagnosed based on her son’s condition.
individuals 2.1 and 3.1 (%"ELELY/4LELYy qad
anemia and more abnormal red cells in their
blood smear (Tuble 1). being diagnosed based by
the presence of severe anemia during the neonartal
period. However. these two tyvpes of configuration
had a similar protem biochemistry (Table 1).

The cis association (x7& LELY/) tends to mini-
mize the action of the mutant ullele. and therefore
patients with this genetic confguration show an
improved clinical condition compared to the other
configurations. Indeed. individuals 2.2 and 3.2, with
a cis configuration. were asvmptomatic and had
only a slight alteration in the blood smear, pre-
senting mild anisocvtosis. a few ovalocytes and a
slight increase in the amount of spectrin dimers and
74 kD tragment (Table 1).

These findings emphasize the intluence of the
x“ELY ullele on the clinical picture of moderately
severe HE mutations. such as the R28H mutation.
The trans association of this allele with the RZ8H
mutation leads to a discrete worsening of the
clininal picture and alteration of the protein
biochemistry values. whereas its association in
truns with milder HE murtations. such as L260P
and L134 duplication. leads only to an increased
expression of deformed cells in the blood smear
(18. 19).

The x5 ailele is a very ancient allele. probably
more ancient than the HE alleles themselves. Since
this allele occurs with a frequency of approximately
one third in most populations (12, [3), 1t is
statistically more probable for HE mutatxons to
have emerged in normal x-aileles (lacking the 2t
polvmorphism). Indeed. the L260P and R28C
substitutions and the L{34 duplicaton seem to
be restricted to an in frans association with the

2“ELY allele (8. 18. 19. 24). On the other hand. the
L?_O 7P mutation is always found in cis to the x*5-Y
allele (20. 26). which suggests that this mutation
indeed arose in an x"E"" allele. Finally, the R28H
mutation presents both in cis and in truns associa-
tion with the x“ELY allele (10. present study).

The presence of the R28H muration in normal x
alleles and in x“E-Y alleles may have two explana-
tions: 1) The mutation may have emerged more
than once in different v-alleles concerning the x*EY
polvmorphism particularly since codon 28 is a *“hot
spot” for mutations (3). 2) The mutation may have
been transferred to an x"E-Y allele or to a normal 2-
allele through a recombination event. This raises the
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possibility that the R28H mutation is more ancient
than the L207P. L260P. R28C substitutions and
L1354 duplication.
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4.1.5 Trabalho 4

B-spectrin Campinas: a novel shortened B-chain variant associated with skipping

of exon 30 and hereditary elliptocytosis
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Summary. 3-Spectrin Campinas is a novel spectrin variant
associated with a shortened B-chain in a kindred with
hereditary elliptocvtosis (HE). The propositus and her
mother exhibited increased amounts of spectrin dimers and
an increase in the ol 74 kD fragment from the a-chain after
partial tryvptic digestion of spectrin. The shortened B-chain
appeared as an additional band of approximately 200kD
on SDS-PAGE. [n order to delineate the molecular defect of
this abnormality at the gene level. reticulocyte mRNA
was transcribed into ¢cDNA and the last four exons of the
B-spectrin gene were amplified. Agarose gel of the amplifica-
tion product of the propositus revealed the expected band of
487 bp as well as a shortened band of approximately 300 bp
(size determined on gel). This shortened ¢cDNA amplification
product was cloned and nucleotide sequencing revealed
the absence of the entire exon 30. [n order to determine the
underlving murtation responsible for this abnormal splicing.

a genomic DNA fragment containing exons 30 and 31
was amplified and nucleotide sequencing revealed a G— A
substitution at the 5" donor splice site consensus sequence of
intron 30 (nt+ 1 IVS30). The skip splicing observed in
this study results in a {rameshift. creating a new stop codon
and causing a deletion of 129 aminoacids at the very
COOH-terminus of the protein. thus impairing spectrin
dimers self-association.

We classified this HE as spherocytic HE because the
propositus presented a few spherocytes in addition to many
elliptocytes in the blood smear, whereas her mother. who was
splenectomized. showed many schizocytes. poikilocytes and
spherocytes.

Keywords: red cell membrane. hereditary elliptocytosis.
truncated B-spectrin. splicing. exon skipping.

Hereditary elliptocytosis is a group of disorders characterized
by the presence of elliptical erythrocvtes and by a hetero-
genous nature in terms of disease severity. abnormalities of
red blood cell morphology and underlving molecular defects
(Palek & Jarolim. 1993). These molecular defects lie in the
membrane skeleton. a network of proteins on the inner
surface of the red cell plasma membrane. responsible for
maintaining the shape. stability and deformability of the
erythrocyte 1Gallagher & Forget. 1993).

Spectrin. the major component of the skeleton. is
comprised of two homologous, but non-identical. subunits:
a and 3 spectrin. These subunits inrcr wine in an anti-
parallel manner to form rodlike flexible hoterodimers, which
in turn self-associate in a head-to-hea’ manner to form
tetramers (Gallagher & Forget, 199 3). B .4 subunits can be
divided into peptide domains after limitc. ir¥pric digestion,

Correspondence: Dr Sara T. 0. Saad. Hemocentui::-ua:icamp, Campinas
SP. Brazil. CPA198, CEP 13081-970.

€ 1997 Blackwell Science Ltd

named al to «V and 8I to BIV. The oI domain has normally
80kD and comprises the NH,-terminal region of the «
subunit. The 8I domain has 28 kD and comprises the COOH-
terminal region of the § subunit. The ol and 81 domains
participate in the spectrin dimer self-association (Speicher
etal 1982).

Several alterations of spectrin have been demonstrated in
HE. associated with an impaired self-association process
(Palek & Jarolim. 1993). These alterations are characterized
by an abnormal digestion of «l domain. with a partial or
complete loss of the S80kD fragment and appearance of
abnormal smaller peptide fragments.

In the subgroup of HE associated with an abnormal 74 kD
proteolytic fragment. the impairment in spectrin dimer self-
association may be particularly severe (Coetzer et al. 1987).
The molecular defects underlying «l/74 HE have been
elucidated in a number of HE cases and most of them are
point mutations in the a-spectrin gene (Lux & Palek. 1993).
However, several HE patients with 3-spectrin defects have
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also been described. Most ol these subjects present with a
truncated B-spectrin chain that is delective in spectrin dimer
sell-association (Gallagher et al, 1991; Garbarz et al, 1991,
1992; Kanzaki et af, 1992; Lecomte et al, 1992; Tse et al,
1991; Yoon ef al, 1990; Delaunay & Dhermy, 199 3). From

these studies it was inlerred that the deleted segment ol

B-spectrin containg an important part of the spectrin sell-
association site. Recently, terminal truncation ol B-spectrin
has been associated with spherocytic HE (Jarolim et al, 1995;
Lux & Palel, 1995). Although very rare, point mutations in

the B-spectrin gene have been associated with impairment ol

spectrin dimer sell-association in the al/74 HE (Sahr et al,
1992; Gallagher et al, 1992).

[n this study we present a novel B-spectrin variant in a
Brazilian kindred with /74 HE and @ splice site mutation in

the lirst nucleotide of intron 30 (IVS30+ 1 G—A). This
mutation results in the splicing out ol the entire exon 30
[ollowed by a premature termination ol translation due Lo
[rameshilt and creation of a new stop codon.

METHQODS

Case report. The propositus was a 19-year-old white [emale
presenting with pronounced elliptocytosis and poikilocytes
in the blood smear (Fig la), Hb 9-5 g/dl, MCV 73 {l, MCHC
37:2 ¢/dl, RBC 3-64x 10'%/1, RDW 19-9% and reticulocyte
count 182 x 10%/1. She presented with splenomegaly and
episodes of weakness and jaundice since childhood. Her
mother, a woman ol [talian origin, had less-pronounced
elliptocytosis, but severe poikilocytosis, microspherocytes

Fig 1. Blood smear of the propositus (A),
showing pronounced elliptocytosis and lew
microspherocytes. Her mother (B), who was
splenectomized, has fewer elliptocytes and
severe poikilocytosis with the presence of
many schizocytes and microspherocytes.
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and schizocytes in the blood smear (Fig Lb), having already
undergone splenectomy. Her haemaltological parameters were:
Hb 136 g/dl, MCV 65 ll, MCHC 39-8 g/dl, RBC 5:26x 10"/,
RDW 51:7% and reticulocyte count 263 x 10”/1. The blood
smear and haematological parameters ol her lather were
within normal ranges.

Protein  biochemstry, Within 24-72h ol phlebotomy,
erythrocyte ghosts were prepared by hypotonic lysis accord-
ing to Dodge et al (1963). Duplicate membrane prolein
samples were subjected to SDS-PAGE 12% (Laemmli, 1970)
and 3:5-17% exponential gradient gels (Fairbanlks et al,
1971); the gels were stained with Coomassie blue.

In order to quantily spectrin dimers and letramers,
spectrin was extracted (rom erythrocyle membranes by
incubation in a low ionic strength buller al 4°C and analysed
by nondenaturing electrophoresis (Liu et af, L981).

The proteins were quantilied by densitometry ol Coomas-
sie blue stained gels at 540 nm (Hoeler, model GS 300, San
Francisco, Calill) and the arcas under the peaks were
determined by the computer program GS 365W, version
3.01. The amount ol spectrin was expressed as a ratio Lo
band 3 and SpD content as a percentage of total SpD and Sp'T.
The amount of SpD and Sp/band 3 in 30 normal controls
were 9-9 = 5% (varying [rom 5% to [4%) and 1-02 £ 0:05
(varying [rom 0-90 to 1-11), respectively.

Spectrin extracts were digested by trypsin (TPCK) 1: 100
(wt/wt) at 0°C [or 20 b in PBS pH §:0. The digested products
were electrophoresed on discontinuous SDS-polyacrylamide
slab gels (Laemmli, 1970). The separating gel was comprised

ol 10% acrylamide and ()-38% bisacrylamide and stained by
Coomassie blue.

To characterize the protein with increased mobility on
SDS-PAGE, we perlormed immunoblotting, using polyclonal
antihuman «- and @-spectrin antibodies. For this experi-
ment, we ran the samples simultaneously in a Biorad minigel
apparatus containing two 6% polyacrylamide—SDS pels.
Electrotransler of the red cell membrane proteins from one
ol the 6% polyacrylamide-SDS gels to nitrocellulose was
carried out [or 2h at 100V as described by Towbin et al
(1979). Non-specilic protein binding was reduced by
preincubating the lilter overnight at 4°C in blocking buller
(3% nonlat dry milk, 10mm Tris, 150mum NaCl and
0:02% Tween 20). The nitrocellulose blot was incubated
with polyclonal antihuman «- or S-spectrin antibodies
(kindly provided by Dr H. Hassoun, St Elizabeth's Hospital,
Boston, U.S.A.) lor 20 h at 4°C and then washed lor 60 min
with blocking bulfer without BSA. The blots were subse-
quently incubated with 74 kBq of '**l-protein A in 10 ml ol
blocking buller for 1 h at 22°C and then washed for 2 h. The
lilters were exposed to Kodale X-Omat [ilm with intensilying
sereens al —70°C. The second gel was stained by Coomassie
blue.

¢DNA analysis. Total RNA was extracted [rom peripheral
blood reticulocytes as described (Kan et al, 1975). Reverse
transcription was perlormed with M-MulV reverse (ran-
seriptase (Gibeo BRL, Gaithersburg, Md.) lor 3 h at 42°C in
the presence ol oligo dT. PCR was performed as described
elsewhere (Saiki ¢t al, 1988) in a DNA thermal cycler

«—allT4

Pig 2. Blectrophoretic analysis of red cell
membrane proteins. (A) 3:5-17% exponential
gradient SDS—polyacrylamide gel of Lotal
membrane proteins stained with Coomassie
blue shows the presence of an abnormal band
designated as 8' in the mother (2) and the
putiént (3) but absent in the control (1).

(B) Non-denaturing aparose gel ol spectrin
extracts reveals an increased amount ol
spectrin dimers in the patient (2) compared to
Lthe control (1). (C) Discontinuous SDS-PAGE ol
Lryptie digests ol speetrin shows an enhanced
al/74 kD [ragment in the patient (2) compared
to the control (1). M: ghost.
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® 1 2 3 ®

(Perkin-Blmer Cetus, Norwall, CL) lor 40 cycles (92°C
1 min; 55°C 1 min and 72°C 1 min 30s) using the lollowing
primers: primer 1997 (5-CGCCGAGAAACTGCAGCAGGT- )
located in exon 29 (Tse et al, 1991) and primer C (5'-
CACCTGGGCTGAGCTAGTAG-3') located in exon 32 (Tse
et al, 1990). The cDNA amplilication products were cloned
according Lo pMOSBlue T-vector it protocol (Amersham,
[L.K.). Positive clones were PCR-screened using universal
primers T7 and U19. Sequencing was performed using
Sequenase PCR Product Kit, Version 2.0 (USB, Cleveland,
(hio).

cDNA Amplification
| 2 3 4

EXON
487pb__
290pb

ﬁﬂﬁn?ﬂ-ﬁﬂﬁhﬁ?ﬁﬂbﬁﬁ7

EXON 3L

Normal
Allele Allele

Fig 3. Immunocharacterization ol the
abnormal #'spectrin. (A) Immunoblotting

of total membrane proteins reveals
immunological identity ol the 8 spectrin with
antibuman G-spectrin antibodies. (1) patient:
(2) mother: (3) control, (3) SDS-PAGE 6%
replica of the immunoblotting filter stained
with Coomassie blue. M: ghost.

Genomic DNA analysis. Genomic DNA was extracted by
standard techniques using phenol-chlorophorm. PCR
amplification was performed lor 40 cycles (92°C 1 min;
55°C lmin and 72°C 2min) using the [ollowing primers
kindly provided by Drs P Gallagher and B. G. Forgel (Yale
University): primer 2222 (5-CGAAGCTTGGTCCCAATGTC-
AGGT-3') located in intron 29 and primer 2223 (5'-CCG-
AATTCAGGAGTGAACGATTGGGTGCT-3") located in intron
31. The product of amplilication (band ol approximately
700 bp) was sequenced using primer A (5-GTCGCTCGAGG-
COTGGCTGATTGC-3) located in exon 30 (Tse el al, 1990),

Mutant

G A T C

EXON I

a-nqnaroq-qn-anqbaﬁny

EXON 31

Fig 4. cDNA analysis of the 3’ end of the S-spectrin gene. Lelt: cDNA amplification of the last four exons of the S-spectrin gene shows an additional
band of 290 bp in the patient (2) and her mother (3). (1) $X174: (4) control. Centre: cDNA sequencing ol a clone containing the expected 487 bp
band. Right: cDNA sequencing of a clone containing the 290 bp band, present in the patient and her mother, reveals the skipping ol exon 30.
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according to Sequenase PCR Product Kit, Version 2.0 (USB,
Cleveland, Ohio).

RESULTS

The propositus and her mother presented a protein with
increased mobility on SDS-PAGE (Fig 2a), whose molecular
weight was estimated, in a semilog plot of the Coomassic blue
stained gels, to be of 200 kD. They also showed increased
amounts ol spectrin dimers (SpD/SpD +SpT=43% and
51%, respectively) compared to the [ather and the control
(SpD/SpD) + SpT = 14% and 12%, respectively) (Fig 2b), A
sceond SpD quantitation was performed alter another blood
collection, lollowed by spectrin extraction, and it showed SpD
46% lor the propositus and 49% for the mother. Alter tryptic

digestion ol spectrin, they showed an increased expression of

the spel/74 kD fragment (Fig 2c). In order to conlirm that
this protein was indeed an abnormal 8Sp, immunoblotting
was performed and the shortencd protein showed immuno-
logical identity to a polyclonal antihuman @GSp antibody
(Fig 3a), but did not react with antibody to e-spectrin. The
Coomassie blue staining ol the 6% polyacrylamide gel replica
conlirmed the presence of the abnormal band at the same
position detected by the antihuman 88p antibody (Fig 3b).
The proportion of the mutant S-spectrin related to the total
B-spectrin was 25-3% in the propositus and 26-1% in her
mother.

The analysis of the molecular delect leading to this
shortened B-spectrin was initially performed by cDNA
amplilication ol the last four exons ol the S-spectrin gene

INTRON 30

1

EXON 30

PFOAOAPANFPAOR R S0 - DRI B B A

Fig 5. Sequencing ol the patient's genomic DNA showing the G— A
substitution in the lirst nucleotide of intron 30,

by the PCR technique. The expected product ol 487 bp was
present in all individuals tested. However, the propositus and
her mother showed an additional product ol 290 bp (Fig 4).
Both ¢DNA products ol amplilication were cloned in
pMOS Blue T-vectors. The sequence ol clones containing the
487 bp product was normal, as expected (Fig 4). In contrast,
sequencing ol three clones containing the smaller product ol
amplification, present only in the propositus and her mother,
revealed the absence of the entire exon 30 (Fig 4). [n order Lo
detect the underlying mutation, we amplified a region ol the
B-spectrin gene containing both the 3" uceeptor splice site of
intron 29 and the 5 donor splice site of intron 30. Alter
sequencing the product of amplification we lound a G— A
substitution in the first nucleotide ol intron 30), in the 5’
donor splice site region (Fig 5). This mutation was conlirmed
in the mother ol our patient, but sequencing ol normal
subjects did not reveal this defect.

DISCUSSION

Most elliptocytogenic mutations residing in the S-spectrin
gene can be identified by a laster electrophoretic migration of
the protein on SDS-PAGE, showing a truncated -spectrin
with a diminished C-terminal phosphorylation process and
impairment ol the spectrin dimer self-association (Lux &
Palek, 1995). These mutations may include: (1) a splice site
mutation leading to the splicing out ol an exon located near
the 3’ end ol the 8-spectrin gene and resulting in the creation
of a premature stop codon; (2) insertion or deletion ol a
few base pairs leading to premature termination due to a
[rameshilt.

In order Lo identily the underlying defect in a kindred with
HE and a truncated G-spectrin, we initiated our molecular
studies by amplilying the last four exons ol the -spectrin
¢DNA and found an abnormal amplification product in the
propositus and her mother. Sequencing ol this abnormal
product revealed the absence ol the entire exon 30. This
result strongly suggested that the underlying molecular
delect, responsible [or this abnormal pattern ol splicing
should lie in one ol the splice site consensus sequences
surrounding this exon. It is largely observed that mutations
promoting skipping ol an exon during splicing reside in the
splice site consensus sequences surrounding the exon
envolved, mainly in the 5 consensus sequence (Nakai &
Sakamoto, 1994). We were able to determine that in our
case exon skipping was due to a G— A substitution at the
lirst nucleotide of intron 30 in the 5' splice site consensus
sequence. To our knowledge, this is the first description of a
truncated B-spectrin resulting from the substitution of the
lirst nucleotide of the 5' consensus sequence ol intron 3().

Qur results support the idea that the recognition of
consensus sequences ol introns is not the only way by which
the splicing machinery could perform the process of splicing.
[n this case, we would expect a correct splicing of intron 29,
that has its 5° and 3’ consensus sequences intact, thus
resulting in the inclusion of exon 30 to the mRNA. The
mutation in the §' site ol intron 30 would prevent the
recognition and splicing of this intron, resulting in its
inclusion in the mRNA.

© 1997 Blackwell Science Ltd, British fowrnal of Haemmatology 97: 579-585
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However. exon skipping is far more common than intron
retention in mammals (Nakai & Sakamoto. 1994). Moreover.
in an in vitro splicing assay. Talerico & Berget (1990)
observed that in three-exon transcripts. mutations in the 3
splice site of the internal exon prevented the cocrect splicing
of the upstream intron. causing exon skipping. This probably
occurs because the internal exon is recognized as part of a
larze intron that should be entirely spliced out.

Mutations in other nucleotides of the 5" donor splice site of
intror: 3C and 3" acceptor splice site of intron 29. associated
with the splicing out of exon 30. have alreacy been described
1Yoon ¢t al. 1991: Gallagheretal. 1991: Jarolim et al. 1995
Takan togather these results. including the case described in
this paper. strongiv support the model of exon definition
proposed by Robperson et al {1990} which states that
recognution of introns s noti the sole determinant of splicing
pattzrns and that exon recognition is essential for correct
splicing. This exon recognition should be periormed by the
interaction of Ul and U2snRNP and associated splicing
factors with splice sites consensus sequences. followed by
neighbouring exons juxtaposition (Berget. 1995).

As previously described (Yoon et al. 1991: Gallagher et al.
19911, skipping of exon 30 results in a frameshift. creating a
new stop codon and causing a deletion of 129 aminoacids at
the very COOH-terminal region of 3-spectrin. thus leading to
a truncated protain.

The shortening of the @-specwin chain increases the
susceptibility to proteolysis of lysine 48 at the «-chain. This
enhances the formation of the 71 kD fragment from a-spectrin
after typdc digestion and causes impairment of the spectrin
dimer seif-association. leading to common HE (Pothier et al.
1987: Tsé er al. 1990: Palek & Sahr. 1992). These alterations
should be responsible for the clinical picture of HE. increase in
spectrin dimers and enhancement of the 74 kD fragment alter
partial trvpdc digestion of spectrin. as observed in our case.
The small difference in dimer between the patient and her
mother mighrt be related to experimental error.

An interesting point of analysis is the difference in the
haematological picture between the propositus and her
mother. since both subjects have the same molecular
alteradon. The bicod smear of the propositus. who was not
splenectomized. showed mainly elliptocytes and a lew
spherocvtes. However, her mother. who was splenectomized.
presented severe poikilocvtosis. many spherocvtes. schizocvies
and few elliptocvtes. The RDW of the propositus was 19-9%
whereas it was 31'7% in her mother. Probaply the low
number of poikilocytes. spherocytes and schizocvies in the
propositus is due to splenic sequestration of these ceils. On the
other hand. the splesn may be an important spot for
elliptocvte formation. once the mother has reduced ellipto-
cytes in the blood smear. We cannot exclude. however. the
possibility of another associated defect in the mother.

As in both subjects the presence of elliptocytes and
spherocvtes was confirmed. though in different quantities.
due probabiy to splesn coaditioning. it is possibie to classifv
this haemolytic anaemia as spherocytic hereditary ellipto-
cvtosis. Therefore this report provides additional informaton
that despite of the heterogeneity of the molecular defect
in spherocytic HE. patients with terminal truncations of

3-spectrin  have a similar clinical and haematological
picture.
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4.1.6 Discussio geral dos trabalhos 1, 2,3 e 4

No decorrer deste trabalho foram estudadas dez familias portadoras de EIH. A variante
spal/65 foi detectada em trés familias, a variante spal/50 em trés familias e a variante spal/74 em
quatro familias.

A variante spal/65 foi observada na Africa Centro-Ocidental (LECOMTE et al, 1985;
GARBARZ et al, 1986; LECOMTE et al, 1988; GLELE-KAKAI e al, 1996), na Africa Atlantico-
Ocidental (ALLOISIO et al, 1991), na Tunisia (ALLOISIO et al, 1991), na Africa do Norte
(ALLOISIO et al, 1986; ROUX et al, 1989), nas Indias Ocidentais (LECOMTE et al, 1985;
GLELE-KAKAI et al, 1996), nos Estados Unidos (LAWLER e al, 1985; MARCHESI et al, 1987;
GALLAGHER ez al, 1996), no Haiti (LAWLER et al, 1985) e no sul da Italia (MIRAGLIA DEL
GIUDICE et al, 1992; QUALTIERI et al, 1995). Em todos os casos, 0s pacientes portadores do
defeito tinham origem étnica africana ou pertenciam a populagdes que sofreram alguma influéncia
africana durante a sua histéria. A variante spal/50a também parece estar confinada a individuos de
origem africana, tendo sido encontrada na Africa Centro-Ocidental (LECOMTE et al, 1988;
GLELE-KAKAI et al, 1996), na América do Norte e nas Indias Ocidentais (GALLAGHER et al,
1992a; HANSPAL et al, 1993).

Além disso, a EIH € cerca de vinte vezes mais comum na Africa do que na Europa ou na
América do Norte, atingindo uma freqiiéncia de 1,6% da populagio africana (GLELE-KAKAI et al,
1996). Esta alta freqiiéncia pode estar relacionada a uma maior resisténcia 4 maléria conferida pelas
alteragdes na membrana eritrocitiria (SCHULMAN et al, 1990). Dentre as alterages
eliptocitogénicas, a duplL154 e a mutagdo L260P prevalecem na Africa (GLELE-KAKAI et al,
1996).

Em um estudo realizado na Africa Ocidental, LECOMTE et al (1988) mostraram que a
variante spal/65 era a mais freqiiente e encontrava-se espalhada por toda Africa Ocidental e por
diferentes grupos étnicos africanos. Ja a variante spal/50a sé foi encontrada em Benin na fronteira
Benin-Togo. Um estudo recente feito em Benin (GLELE-KAKAI et al, 1996) mostrou a presenga da
duplL 154 em trés grupos étnicos diferentes, enquanto que a muta¢do L260P foi encontrada na regiso

sul confinada a um tnico grupo étnico. A muta¢do L207P também foi detectada na regido nordeste,
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mas em um unico individuo de origem étnica distinta dos individuos com a muta¢do L260P,
sugerindo que a freqiiente observagdo de spal/50 em Benin se deva & mutagio L260P. O fato da
duplL 154 ser mais freqiiente, ter uma distribui¢do mais ampla na Africa do que a mutagiio L260P e
atingir diferentes grupos étnicos africanos, sugere que a origem desta mutagdo deva ser anterior ao
surgimento da substituigdo L260P.

Existe apenas um relato da mutagdo L207P na Africa (GLELE-KAKAI et al, 1996), sendo
que todas as outras descrigdes desta mutagdo foram feitas nos Estados Unidos ou nas indias
Ocidentais (GALLAGHER er al, 1992a; HANSPAL er al, 1993; GALLAGHER et al, 1996).
GALLAGHER et al (1996; 1997b) mostraram que as mutagdes duplL154, L260P ¢ L207P estavam
associadas com haplétipos especificos do gene da alfa-espectrina, o que contribui para confirmar a
origem monocéntrica destas mutagdes, que, posteriormente se espalharam. Além disso, ele sugere
que as mutagdes L260P e L207P tenham surgido em cromossomos com composi¢do genética
distinta, j& que estas mutagdes estdo associadas & haplotipos diferentes. Isto € condizente com o fato
destas mutagdes serem encontradas em regides diferentes em Benin e em etnias africanas diferentes
(GLELE-KAKAI et al, 1996).

Supde-se que a duplL154 tenha surgido na Africa Centro-Ocidental e depois se espalhado
para a Africa Subsadrica e Africa do Norte, e entdo, atingido a Europa e a América do Norte (SAHR
et al, 1989; GUETARNI et al, 1990; DELAUNAY & DHERMY, 1993). A mutagdo L260P também
deve ter surgido na Africa Centro-Ocidental e depois migrado para a América do Norte através do
trafico de escravos. Ndo se sabe a regido exata da Africa onde surgiu a mutagiio L207P, mas ela
também deve ter atingido a América do Norte e as Indias ocidentais através do comércio de
€scravos.

A presenca da duplL154 e da substituigdo L260P em seis familias brasileiras de etnia
negréide sugere uma origem africana para estas mutagdes no Brasil e da suporte a teoria da origem
monoceéntrica destas mutagdes com subseqiiente efeito fundador. Entretanto, a auséncia da mutagio
L207P pode se dever a um erro de amostragem (s6 trés familias portadoras de spal/50 foram
analisadas) ou pode refletir uma diferenca entre o Brasil e a América do Norte nas rotas migratdrias
provenientes da Africa. Realmente, diferengas genéticas entre as populagdes negras brasileiras e
norte-americanas foram observadas em estudos de haplétipos de beta-globina (GONCALVES et al,
1994; COSTA et al, 1994).
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A variante spal/74 € a variante mais heterogénea da EIH com 29 mutagdes diferentes
descritas nos genes da alfa e beta-espectrina (tabelas 1 e 2 — apéndice A) e atinge diferentes grupos
étnicos (ver se¢do 4.1.1). No trabalho 3, nds detectamos a presenga da mutacio R28H em trés
familias brasileiras, o que sugere que, no Brasil, esta seja uma mutagdo freqiiente responsavel pela
EIH do tipo spal/74. Duas familias tinham origem étnica italiana e uma origem étnica africana. Esta
mesma mutagdo ja havia sido detectada em 4 familias de etnia negréide e uma familia de etnia
caucaséide (COETZER et al, 1991; GALLAGHER et al, 1996, RANDON et al, 1994; GARBARZ
et al, 1990).

A haplotipagem do dominio all (GALLAGHER et al, 1996) do alelo mutante nas trés
familias € consistente com a origem distinta desta muta¢do no Brasil, j4 que as familias italianas
apresentam um haplétipo no dominio all do gene da alfa-espectrina diferente daquele apresentado
pela familia negréide. Entretanto, o haplétipo apresentado pelas familias italianas s6 havia sido
descrito anteriormente em individuos de etnia africana (GALLAGHER et al, 1996; GLELE-KAKAI
et al, 1996), o que levanta a questdo de uma possivel origem africana para as trés mutagdes
duplL. 154, 1.260P e R28H, tendo a mutagdo R28H atingido diferentes grupos étnicos através da
miscigenagdo racial.

A mutagdo R28H, por situar-se numa regido de “hot spof”, pode ter-se originado mais de
uma vez em diferentes grupos étnicos humanos ou ter origem monocéntrica e se espalhado
posteriormente para diferentes grupos étnicos. No nosso estudo, esta mutago foi encontrada em
associagdo com dois tipos de haplétipos oIl em dois grupos étnicos diferentes, apoiando a hipétese
de que esta mutag@o se originou mais de uma vez.

A spal/74 da familia apresentada no trabalho 4 deve-se a uma beta-espectrina truncada.
Normalmente as mutagcGes no gene da beta-espectrina associadas com EIH do tipo spal/74 sdo
mutagles esporadicas e constituidas por relatos unicos (tabela 2 — apéndice A). No nosso caso, o
defeito molecular responsavel por esta beta-espectrina truncada foi uma mutagio no sitio 5> doador
de clivagem do intron 30, mais especificamente a troca G—A no primeiro nucleotideo do intron 30.
Conforme o padrdo genético de mutagdes no gene da beta-espectrina na EIH, esta muta¢do nunca

havia sido descrita anteriormente e a proteina andmala foi denominada beta-espectrina Campinas.
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Esta mutacdo ¢ responsavel pela perda do éxon 30 observada no cDNA. Nenhuma outra alteragéo
molecular foi detectada nesta regido ou no sitio de clivagem 3’ aceptor do intron 29.

Se a maquinaria de clivagem realizasse o processamento do transcrito primdrio apenas
através do reconhecimento dos introns e remog¢do dos mesmos, esperariamos, neste caso, uma falha
no reconhecimento do intron 30, resultando na inclusdo deste intron no transcrito primario.
Entretanto uma retengio do intron 30 ndo foi observada no nosso estudo, nem em nenhum dos casos
ja descritos de mutagdes no sitio 5’ doador do intron 30 (YOON et al, 1991; GALLAGHER et al,
1991a), o que apoia fortemente o modelo de defini¢do de éxon de ROBBERSON e al (1990). Este
modelo postula que o reconhecimento de introns nio ¢ o unico determinante dos padrdes de
clivagem e que o reconhecimento dos éxons ¢é essencial para um processamento adequado do
transcrito primario. O reconhecimento dos éxons seria realizado através da associagdo da maquinaria
de clivagem aos sitios consenso 3’ aceptor e 5’ doador presentes nos introns, seguida da
justaposi¢do de éxons vizinhos (BERGET, 1995). Este mecanismo explica a perda do éxon 30
observada nos casos de muta¢do no sitio 5° doador do intron 30, bem como no caso da muta¢do no
sitio 3’ aceptor do intron 29. Ele também explica a perda do éxon 31 resultante de uma mutag¢@o no
sitio 5° doador do intron 31 (GARBARZ et al, 1991)

A perda do éxon 30 leva a uma alteragdo do quadro de leitura com a criagdo de um cédon de
terminagio prematuro, causando a delegio de 129 aminoacidos da extremidade C-terminal da beta-
espectrina. O resultado é uma proteina truncada com capacidade de auto-associagdo defeituosa, o
que leva, em ultima instancia, a EIH.

LELY

Com relagdo a influéncia exercida pelo alelo a na expressdo da EIH do tipo spal/65

analisada no trabalho 1, fica claro, na familia 1, que os individuos portadores do alelo o lELY
associado in trans a duplL154 apresentam expressdo mais grave da EIH, evidenciada por uma maior
quantidade do fragmento de 65 kDa e uma maior alteragdo das hemécias, conforme observado no
esfregago do sangue periférico (tabela 1 — trabalho 1; tabela 3 — apéndice A). Similarmente, no caso
das familias portadoras de EIH do tipo spal/50 analisadas no trabalho 2, a presenga do alelo oELY
in trans & mutagido L260P ndo provoca uma piora marcante das condi¢des clinicas e laboratoriais,
apenas uma diferenca na morfologia eritrocitaria (fig. 2 — trabalho 2; tabela 3 — apéndice A). Nossos

resultados sdo consistentes com os relatos existentes da presenga do alelo alELY

pacientes portadores de EIH do tipo spal/65 (GUETARNI et al, 1990; ALLOISIO er al, 1991;

in trans em
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WILMOTTE et al, 1993). No entanto, este € o primeiro relato que mostra a associagéo do alelo

o'FY com a mutagio L260P, que leva a EIH do tipo spal/50a.

LELY

Por outro lado, a associa¢do in trans do alelo a com a mutagdo R28H analisada no

trabalho 3, leva a uma piora consideravel do quadro clinico, constatado no paciente da familia 1, que
apresentava anemia grave dependente de transfusdo até ser submetido a esplenectomia (tabela 3 —

apéndice A). Sua mée (individuo 1.2), portadora do mesmo defeito molecular, mas sem associago

LELY
(

com o alelo a amsH/a), nao apresentava anemia (tabela 3 — apéndice A). A presencga deste

alelo in trans também leva a uma alteragdo marcante nos valores bioquimicos e na morfologia
eritrocitaria (tabela 3 — apéndice A). Estes resultados s3o consistentes com os ja descritos na
literatura para uma associagdo in trans com a mutagio R28H (ALLOISIO et al, 1991; BAKLOUTI,

1991; WILMOTTE et al, 1993; RANDON et al, 1994) e enfatizam o impacto da influéncia do alelo

oEYY| quando associado in trans a mutagdes eliptocitogénicas moderadamente graves. Este impacto

parece ser bem menos importante em mutagdes eliptocitogénicas leves, como a duplL154 ¢ a troca

L260P, onde apenas a morfologia eritrocitaria apresenta uma alteragéo significativa.

LELY

Da mesma forma que uma associago in trans do alelo tende a levar ao agravamento

da EIH, espera-se que a associagdo in cis leve 4 redugdo na expressio da mesma (fig. 10).

LELY

Realmente, a associacdo in cis do alelo a com a mutagio R28H (a®**""“EY/q) nos individuos

2.2 e 3.2 determinou uma melhora do quadro clinico (trabalho 3; tabela 3 — apéndice A). Eles so

assintomaticos, apresentando apenas uma leve alteragio da morfologia eritrocitaria. O mesmo ja foi

LELY

observado para a associagdo in cis do alelo o com a mutagdo L207P, determinando a auséncia

de sintomatologia (DALLA VENEZIA et al, 1993; HANSPAL et al, 1993;: GALLAGHER &
FORGET, 1994; GLELE-KAKAI et al, 1996). Além disso, os valores bioquimicos no individuo 3.2

sd0 os que mais se aproximam dos valores obtidos para os individuos normais. Esta foi a primeira

LELY

vez que individuos portadores do alelo o in cis & mutagio R28H, foram analisados em detalhe,

embora ja existisse mengdo na literatura da existéncia desta configuragio genética (RANDON ez al,

1994).

LELY R28H-LELY/aLELY

Espera-se que a presenga do alelo o em homozigose (o ) seja equivalente

LELY
(

a auséncia do alelo o o® /) (RANDON et al, 1994), pois a presenga da alteragdo in trans

seria compensada pela presenga da mesma alteragdo in cis. Entretanto, a configuragio homozigota
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parece apresentar uma manifestagdo clinica um pouco mais grave do que a auséncia do

polimorfismo (trabalho 3; tabela — apéndice A). Assim, o componente ot ELY

. s g, ELY LELY, LELY
in6cuo nos individuos a/ot e a fo

, que € invariavelmente
, pode gerar uma fragilizagdo do esqueleto da

R28H-LELY / aLELY

membrana eritrocitaria nos individuos a , ilustrado no trabalho 3 pela presenca de

crises hemoliticas graves neonatais e persisténcia de anemia ap6s este periodo.

O alelo a"F"Y é muito antigo e, portanto, as alterages moleculares que o constituem devem
ser anteriores ao surgimento das mutagdes eliptocitogénicas. Como a freqiiéncia deste alelo em
diferentes populagdes varia de 16 a 30 % (MARECHAL et al, 1995; BASSERES er al, 1998a;
PAPASSIDERI et al, 1999), ha maior probabilidade de uma mutag@o eliptocitogénica ocorrer em
um alelo a-normal do que em um alelo oELY. Isto parece ser verdade para as alteragdes L260P,
duplL154, 124S, H469P, H469del, IVS17 -1 G—A, IVS4insikb, R45T, R34W, R41W, G46V,
D791E, L49F (tabela 1 — apéndice A), que estdo sempre localizadas em alelos o (trabalho 2,
GUETARNI ef al, 1990; ALLOISIO et al, 1991; WILMOTTE et al, 1993; BAKLOUTI et al, 1992;
PARQUET et al, 1994; DALLA VENEZIA et al, 1993; GALLAGHER et al, 1993; ALLOISIO et
al, 1993; HASSOUN et al, 1994; PERROTA et al, 1995; PERROTA et al, 1994; ALLOISIO et al,

1992). J4 a mutagdo L207P parece ter surgido em um alelo ot ELY

, pois esta sempre ligada in cis as
alteragdes moleculares que constituem o alelo o FELY (DALLA VENEZIA et al, 1993; HANSPAL et
al, 1993; GALLAGHER & FORGET, 1994; GLELE-KAKAI et al, 1996). As muta¢6es R28H e
R28C sdo as unicas mutagdes eliptocitogénicas do gene da alfa-espectrina que sdo encontradas tanto
em alelos o-normais, como em alelos a"® (ALLOISIO er al, 1991; BAKLOUTI, 1991;
LORENZO et al, 1993; WILMOTTE et al, 1993; RANDON et al, 1994; DHERMY et al, 1998b).
Isto pode ser explicado de duas formas: a) a presenca da mutagdo R28H ou R28C em alelos distintos
da alfa-espectrina pode ser resultado de eventos mutacionais independentes, o que € possivel, porque
o cédon 28 é considerado um “hot-spot” para mutagGes. b) as muta¢cdes R28H e R28C podem ter
surgido em um determinado alelo da alfa-espectrina e terem sido transferidas para um alelo a-
distinto por recombinagdo. Esta hipotese leva a especulagdo de que estas mutagdes sejam mais

antigas que as demais mutagdes eliptocitogénicas.
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Trabalho 5: BASSERES DS, VICENTIM DL, COSTA FF, SAAD STO, HASSOUN H: B-
spectrin Promissdo: A translation initiation cédon mutation of the B-spectrin gene (ATG—GTG)
associated with hereditary spherocytosis and spectrin deficiency in a Brazilian family. Blood, 91:
368-369, 1998

Trabalho 6: BASSERES DS, TAVARES A, COSTA FF, SAAD STO: B-spectrin Santa
Bérbara and B-spectrin Sdo Paulo II: Two novel frameshift mutations of the B-spectrin gene
associated with hereditary spherocytosis. Blood (submetido)

Trabalho 7: BASSERES DS, COSTA FF, SAAD STO, GALLAGHER PG: In vitro studies

of ankyrin-1 gene promoter mutations. (Manuscrito em fase final de corregdo)
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5.1.1 Resumo dos resultados apresentados nos trabalhos 5, 6 ¢ 7, de acordo

com os objetivos propostos:

Objetivo 3.3: Fazer uma triagem das alteragdes moleculares presentes no gene beta-

espectrina nos pacientes portadores de EsH

A EsH ¢ a anemia hemolitica hereditaria mais freqiiente. Os defeitos moleculares da EsH
estdo restritos aos genes da beta-espectrina, banda 3 e anquirina. Mais raramente, ocorrem defeitos
nos genes da palidina e alfa-espectrina.

Descricdes de mutagdes no gene da beta-espectrina associadas a EsH dominante séo
freqiientes, principalmente em individuos que apresentam deficiéncia de espectrina e acantocitose
(referéncias da tabela 1 — apéndice B). Além disso, defeitos na porgdo final do gene da beta-
espectrina podem levar a um quadro de eliptocitose esferocitica, no qual a beta-espectrina anormal
tem uma meia-vida menor e ¢ deficiente no processo de auto-associagéo.

Desta forma, foram selecionados para estudo, quatro pacientes com eliptocitose esferocitica
e nove pacientes com acantocitose, dos quais sete apresentavam deficiéncia isolada de espectrina.

A triagem de mutagdes no gene da beta-espectrina foi realizada através da amplificacdo de
éxons individuais com iniciadores intronicos (trabalho 6). Os produtos amplificados obtidos foram
entdo submetidos a técnica de SSCP (ver se¢do 4.1.1). Através desta técnica, foram encontradas trés
alteracGes tnicas em trés pacientes distintos, nos éxons 2 (fig. 1- trabalho 5), 14 e 20 (fig. 1 -
trabalho 6).

Na familia do paciente portador da alteragdo no éxon 2, a esferocitose hereditaria
apresentava uma heranga autossdmica dominante (fig. 1 — trabalho 5). A descri¢do das
caracteristicas clinicas e hematoldgicas deste paciente encontram-se descritas no trabalho 3. E
importante ressaltar que este individuo apresentava uma redugéo no conteudo de espectrina de cerca
de 18%, como identificado através da quantificag@o por densitometria das proteinas fracionadas em
gel desnaturante de poliacrilamida e coradas pelo azul de Coomassie. Este paciente apresentou uma
mutagio no cédon de inicio da tradugio ATG—GTG (fig. 1 — trabalho 5) e esta beta-espectrina

anormal foi denominada beta-espectrina Promisséo.
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A paciente SD, portadora da alteracdo detectada no éxon 14, apresentava uma redugfo no
conteido de espectrina de cerca de 11%. A descri¢do das caracteristicas clinicas € hematoldgicas
desta paciente encontram-se descritas no trabalho 6. Esta paciente apresentou uma delegio de uma
citosina no codon 638 (fig. 1 — trabalho 6), levando 4 alteragéo do quadro de leitura com terminaggo
prematura apos a adigdo de 31 aminodcidos. Esta beta-espectrina anormal foi denominada beta-
espectrina S® Bérbara.

A paciente RS, portadora da alteragio distinta no éxon 20 apresentava uma deficiéncia de
espectrina de cerca de 20%. A descrigdo das caracteristicas clinicas e hematolégicas desta paciente
encontram-se descritas no trabalho 6. Apés a detecgdo, por SSCP, da alteragio no éxon 20, o
seqiienciamento do produto amplificado deste éxon demonstrou a deleg¢do de uma citosina no cédon
1392 (fig. 1 - trabalho 6), levando a uma alteragdo do quadro de leitura com terminagfio prematura
apos a adigdo de 19 aminoécidos a cadeia proteica. Esta beta-espectrina mutante foi denominada
beta-espectrina Sio Paulo II.

Com o objetivo de verificar a presenga das espécies truncadas da beta-espectrina na
membrana eritrocitdria ou no citoplasma, foi realizado “immunoblotting” com anticorpo anti-beta-
espectrina das proteinas totais eitraidas a partir de hemacias intactas ou das proteinas da membrana,
obtidas a partir da lise osmotica das hemécias (“ghosts™). Tanto a beta—espectrina S¥ Barbara como
a beta-espectrina Sdo Paulo II ndo foram detectadas na fragio das proteinas de membrana ou na
fragdo das proteinas totais, que incluem as proteinas presentes no citoplasma (fig. 4 — trabalho 6; os
mesmos resultados foram obtidos para a paciente RS).

A estabilidade dos mRNAs mutantes também foi analisada em ambos os casos. A paciente
RS apresentava uma perda de heterozigosidade do cDNA (fig. 2A - trabalho 6), indicando que um
dos alelos do gene da beta-espectrina ndo era expresso ao nivel do mRNA. A paciente SD, por sua
vez, ndo perdeu a heterozigosidade do ¢cDNA (fig. 2B - trabalho 6), mas um dos alelos apresentou
reducdo de cerca de 67% da expressdo ao nivel do mRNA (fig. 3 - trabatho 6).

Como os pais da paciente ndo apresentavam o defeito molecular responsavel pela beta-
espectrina S© Bérbara e como a paciente tinha um irmio que apresentava este defeito, foi realizado
um exame de “fingerprinting”, para determinagdo da paternidade. A paternidade ndo foi excluida,
tanto em relagdo a paciente quanto ao seu irmdo com uma probabilidade de 99.99933% e

99.99988%, respectivamente (tabela 1 — trabalho 6).
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Finalmente, durante a triagem de mutagdes do gene da beta-espectrina, foram detectados
diversos polimorfismos, alguns descritos na literatura e alguns novos, sendo que, em alguns casos,
foi realizada uma estimativa da freqliéncia destes polimorfismos nos quarenta e um pacientes

portadores de EsH estudados (tabela 2- trabalho 6).

Objetivo 3.4: Fazer uma triagem das alteracdes moleculares presentes no promotor do

gene da anquirina nos 41 pacientes portadores de EsH

O promotor é uma regifo regulatoria dos genes, que determina a eficiéncia de transcrig@o. Os
promotores apresentam elementos bésicos situados préximos ao sitio de inicio de transcrig@o, aos
quais se ligam as proteinas responsaveis pela formagio do complexo de iniciag@o, e elementos
especificos situados normalmente 4 montante, que regulam a formagéo deste complexo de iniciagéo
e podem, inclusive, abolir completamente a transcrigéo. Estes elementos especificos permitem que a
expressio de certos genes seja limitada a tecidos especificos ou a determinados estagios do
desenvolvimento celular.

A espectrina, anquirina e banda 3 sio expressas ndo sé nos eritrécitos, como também em
outros tecidos (capitulo 1), embora o controle da transcri¢do seja feito por promotores distintos
daqueles utilizados para expressio das isoformas eritroides (GALLAGHER er al, 1999;
GALLAGHER et al, 1998b € ¢; SAHR et al, 1994; SAHR et al, 1996; SCHOFIELD et al, 1994;
PHILLIP et al, 1998)

O promotor utilizado na expressdo da anquirina eritrocitaria (GALLAGHER et al, 1998b)
ndo contém o TATAbox, um elemento basico que tem a fungdo de posicionar corretamente o
complexo de iniciag@o. A auséncia do TATAbox ndo impede a transcrigdo, mas faz com que o inicio
da transcri¢io ndo ocorra em um sitio preciso, podendo haver variagdes. O promotor da anquirina €
altamente dependente de um elemento CACCC, que se liga a Spl, um fator de transcrigdo ubiquo
" (KADONAGA et al, 1987), e de um sitio consenso de ligagdo a GATA-1, um fator de transcrigéo
eritrdide-especifico (PLUMB et al, 1989; TSAI et al, 1989). Além disto, um elemento de ligagdo ao
fator de transcrigio AP-2 (WILLIAMS et al, 1988) e um possivel elemento de ligagdo ao fator de
transcrigdo PEA-1 (MARTIN et al, 1988) foram identificados neste promotor.

Defeitos na regido promotora dos genes das proteinas de membrana podem contribuir para a

etiopatogenia da EsH, pois estas alteragdes podem descaracterizar os elementos regulatérios do
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promotor, impedindo a sua interagdo com fatores de transcri¢do e, desta forma, afetando a
transcri¢do do gene.

Com o objetivo de detectar possiveis alteragdes moleculares na regidio promotora do gene da
anquirina nos pacientes portadores de EsH atendidos no Hemocentro da Unicamp e na Universidade
de Santa Catarina, foi realizada a amplificagéo pela PCR de dois fragmentos correspondentes a este
promotor (trabalho 7) e submissdo destes a técnica de SSCP. Em dois pacientes foi detectado um
padrdo alterado de migragdo em um dos fragmentos do promotor (fig. 1A — trabalho 7), cujo
seqiienciamento demonstrou uma transi¢do T—C na posi¢do —108, ja descrita anteriormente por
EBER et al (1996), ligada in cis a uma transi¢do G—A na posigdo —153, nunca antes observada (fig.
1B — trabalho 7). As caracteristicas clinicas dos pacientes portadores destas alteragdes no promotor
encontram-se descritas no trabalho 7 (tabela 1).

A pesquisa destas duas alteragSes foi realizada em 139 individuos controles pertencendo a
diferentes etnias: 106 individuos ndo relacionados pertencendo a uma amostra miscigenada da
populagio Brasileira e 33 Indios Parakani (tabela 2 — trabalho 7). As alteragdes ndo foram
encontradas no grupo indigena. Entretanto, a mutagdo —153 G—A esteve presente em 2,4% da
populagéo brasileira, sempre ligada in cis a alteragdo da posi¢do —108. A mutag@io —~108 T—C, por
sua vez, foi detectada isoladamente em trés individuos (tabela 2- trabalho 7) e teve freqiiéncia de

3,8% na populagédo estudada.

Objetivo 3.5: Realizar estudos in vitro para caracterizar o impacto de mutacdes na
regiio promotora do gene da anquirina eritréide sobre a atividade deste

promotor

Este objetivo foi levado a efeito através de estudos da mobilidade de complexos DNA-
proteina em gel de poliacrilamida na presenga das mutagdes na regifio promotora do gene da
anquirina detectadas neste estudo (=153 G—A; -108T—C), bem como de outras ja descritas neste
promotor (—204 C—G e -72/73delTG) (tabela 2 — apéndice B).

A mutagdo —-108T—C ocorre dentro de um sitio consenso para liga¢do do fator de
transcrigdo AP-2 (fig. 2 - trabalho 7). O fator de transcricdo AP-2 (activator protein 2) humano é

uma proteina que se liga a elementos indutiveis no DNA viral e celular (WILLIAMS er al, 1988),
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estimulando a transcricio de genes especificos. Ele se liga a uma seqiiéncia palindromica de
reconhecimento no DNA na forma de um dimero (WILLIAMS & TIJAN, 1991). A sua fungéo de
inducdo da transcrigio é realizada pelo dominio de transativagdo, que € rico em residuos de prolina e
glutamina (WILLIAMS et al, 1988).

A mutagio —108T—C pode prejudicar a interagdo AP-2/DNA e, desta forma, alterar os
niveis de transcri¢io. Entretanto, nosso estudo in vitro revelou que esta mutagéio ndo prejudicou a
ligagdo com AP-2 (fig. 4 — trabalho 7). A fig. 4 mostra a formag&o de um complexo DNA-proteina
quando adicionado o extrato nuclear (canaletas 2 e 7). Estes complexos desaparecem na presenca da
sonda controle do sitio de AP-2 nfo marcada (canaletas 5 e 10), indicando que a proteina envolvida
na formacio do complexo esta sendo seqiiestrada por estes oligonucleotideos e deve ser a AP-2. De
qualquer forma, o fato da sonda mutante formar, ao que tudo indica, um complexo com AP-2
(canaleta 7), sugere que a presenga da mutag@o ndo altera significativamente a ligagdo do promotor
com este fator de transcrigdo in vitro.

Com relagdo a mutagdo —153 G—A, nenhum complexo DNA-proteina foi observado tanto
com a sonda selvagem como com a mutante, na presen¢a de extrato nuclear e auséncia de
competidores (fig. 3, canaletas 2 e 6 — trabalho 7), sugerindo que esta mutagdo situa-se em uma
regido livre de elementos regulatorios.

A delecdo do dinucleotideo TG na posigdo —72/-73 situa-se em uma regido, na qual nenhum
sitio regulatério conhecido foi identificado (fig. 2 - trabalho 7). Entretanto, nosso estudo in vitro
demonstrou que esta regido do promotor ¢ capaz de se ligar a fatores nucleares (fig. 5, canaletas 2 e
6 — trabalho 7) e que a delegio do dinucleotideo TG ndo modifica a interagdo com estes fatores.

A mutagiio —204 C—G ocorre dentro de um possivel sitio de ligagéo ao fator de transcri¢o
PEA-1 (fig. 2 — trabalho 7). A seqiiéncia consenso ¢ bastante parecida com a seqiiéncia consenso
descrita para PEA-1. O sitio regulatorio PEA-1 (polyoma virus enhancer A binding protein I)
pertence a familia de sitios relacionados ao fator de transcri¢do AP-1 (MARTIN et al, 1988), que,
por sua vez, se liga ao DNA na forma de heterodimeros fos/jun ou homodimeros jun/jun
(NEUBERG et al, 1989). Realmente, o sitio PEA-1 presente no enhancer do virus polioma interage
com as proteinas celulares fos e jun, que constituem o fator de transcrigdo AP-1 (GUO et al, 1996).

E possivel, no caso do promotor da anquirina, que esta seqiiéncia também interaja com AP-1, ou
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com o fator NF-E2, um fator de transcrigdo eritréide, membro da familia de proteinas AP-1
(ANDREWS et al, 1993).

Apo6s a analise eletroforética da migragdo de complexos DNA-proteina da regifio ~204 do
promotor da anquirina, tanto a sonda selvagem, quanto a mutante, apresentaram a formagfo de um
complexo idéntico, quando adicionado o extrato nuclear (fig. 6, canaletas 2 € 7 — trabalho 7). Ambos
os complexos desapareceram na presenga das proprias sondas nio marcadas radioativamente
(canaletas 3, 4, 8 e 9), sugerindo que a muta¢do ndo interfere na capacidade desta regido do
promotor de interagir com este fator nuclear. A inclusdo de uma sonda controle contendo o sitio
consenso de ligagdo a PEA-1 revelou que esta sonda controle PEA-1 nio causou o desaparecimento
dos complexos formados com as sondas selvagem e mutante (canaletas 5 e 10), sugerindo que a
regido que inclui a mutagdo —204 C—G ndo ¢ sitio preferencial de ligagdo a PEA-1. Além disso, o
complexo formado pela sonda controle apdés a adicdo de extrato nuclear ndo é idéntico aos
complexos formados pelas outras sondas, apresentando uma migragio eletroforética distinta
(canaleta 12).

O estudo do efeito destas mutagdes na expressio do gene da anquirina foi realizado in vitro,
através do uso do gene reporter da luciferase em células K562 (linhagem derivada de leucemia
mieldide cronica) e em células HEL (linhagem eritroleucémica). Para tanto, foram preparados
plasmideos contendo as seguintes construgdes génicas ligadas ao gene da luciferase (ver também
trabalho 7):

a) Controle negativo: apenas plasmideo (sem promotor)

b) Controle positivo: plasmideo + promotor da anquirina na auséncia de mutagdes

¢) -108/-153: plasmideo + promotor da anquirina contendo as muta¢des —108T—C e —
153G—A ligadas in cis

d) -108: plasmideo + promotor da anquirina contendo somente a mutagio —108T—C

e) —72/73: plasmideo + promotor da anquirina contendo a mutagio —72/73delTG

Nossos resultados mostraram que nenhuma das alteragdes analisadas diminuiram
significativamente a expressdo obtida no plasmideo controle, tanto em células da linhagem K562
(fig. 7 — trabalho 7), quanto em células da linhagem HEL (fig. 8 — trabalho 7).

A mutagdo -204C—G ndo foi analisada por esta metodologia porque nio estavam

disponiveis pacientes portadores desta mutag3o.
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5.1.2 Trabalho 5

B-spectrin Promissdo: A translation initiation codon mutation of the B-spectrin
gene (ATG—>GTG) associated with hereditary spherocytosis and spectrin

deficiency in a Brazilian family



Capitulo 5. Esferocitose Hereditaria: Resultados e Discussio

103

368

severe phenotype of kindred 2, who have a naturally occurring
noncomplementary nucleotide substitution close to the IRP binding site,
may therefore reflect a broader structural derangement of the IRE.

Our kindreds help clarify the relationship between genotype and
phenotype in HHCS, and the description of two novel mutations
illustrates the increasing genotypic ‘diversity of this disorder. The
severity of the phenotype of our patients and the position of the
nucleotide substitution supporl the existing models of IRE-IRP interac-

tion.

A.D. Mumford
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Imperial College School of Medicine
Heammersmith Hospital

London, UK
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B-Spectrin Promisséo: A Translation Initiation Codon Mutation of the B-Spectrin Gene (ATG — GTG)
Associated With Hereditary Spherocytosis and Spectrin Deficiency in a Brazilian Family

To the Editor:

Hereditary spherocylosis (HS) is a common inherited anemia charac-
terized by the presence of spheroidal red cells and increased osmotic
fragility of erythrocytes.' This disorder is heterogeneous in terms of its
clinical presentation, molecular basis, and inheritance.? HS mutations
have been ascribed to several genes, including the B-spectrin gene. So
far 13 B-spectrin mutations have been described associated with HS.3-

We have studied a Brazilian family with HS diagnosed in eight subjects
from two generations and inherited in an autosomal dominant fashion (Fig 1).
The propositus was a 28-year-old black man, who presented compensated
hemolytic disease with splenomegaly, hyperbilirubinemia, increased osmotic
fragility, and a regular number of spherocytes and acanthocytes in the blood
smear (Fig 1). His recent hematological profile was: hemoglobin (Hb) 15.0
g/dL, red blood cell 449 X 10'3/L, mean corpuscular volume 88 L, mean
corpuscular hemoglobin concentration 38.0 g/dL, reticulocyte count 530 X
10L. (11.8%). His mother, uncle, and two cousins were splenectomized.

Densitometric scans of Coomassie blue-stained sodium dodecy! sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) of the propositus mem-
brane proteins showed an 18% reduction in spectrin content (Fig 1), This
pointed to the B-spectrin gene as the most likely candidate for bearing the
primary defect. Therefore, we started screening for mutations in the
B-spectrin gene. This was performed through the amplification of the
individual exons of the B-spectrin gene with intronic primers. The amplifica-
tion products were submitted to nonradicactive single-strand conformation
polymorphism (SSCP) technique in a PhastSystem apparatus (Pharmacia,
Uppsalla, Sweden) to detect sequence abnormalities. The DNA amplification
products of exon 2 of the patient and his mother showed an identical band
shift in two independent experiments (Fig 2). No such band pattern was
observed in 2 independent controls, nor was it observed in 2 other HS
patients with spectrin deficiency and acanthocytes in the blood smear,
suggesting that this patient bore a unique or at least a rare sequence alteration
in this region of the gene. Sequencing revealed an heterozygous A — G
nucleotide substitution at the translation initiation codon of the B-spectrin

Fig 1. (Left) 3.5% to 17% exponen-
tial gradient SDS-polyacrylamide gel
of total membrane proteins stained
with Coomassie blue, showing a re-
duction of spectrin content in the
patient (lane 2] compared with the

control (lane 1). (Upper right) Blood
smear of the propositus showing
regular numbers of spherocytes and

acanthocytes. (Lower right}] Family
pedigree showing all affected mem-
bers from two generations, Splenec-
tomized individuals are indicated by
asterix and the proband is indicated
by an arrow.
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Fig 2. Nonradioactive SSCP of exon 2 showing a band shift in the
amplification products of the patient (lane 1) and his mother (lane 2),
but absent in a control (lane 3},

gene (ATG — GTG) (Fig 3). This is the first report of an initiation codon
mutation in this gene, but such mutations have already been reported for
other genes, inclucding the B-globin gene.” In this case, the mutations led to
BY-thalassemia phenotypes, suggesting that alternative triplets for ATG are
nonfunctional as initiation codons for this gene. Therefore, we suggest that in
our case translation from the mutated allele is also impaired. Based on this
supposition, the ATG — GTG mutation could be held responsible for the
reduced spectrin content observed in the patient. The propositus would have
only one functional allele and, as B-spectrin quantities are considered limiting

o000 0r08r02>0-00S
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for membrane assembly, this could account for the picture of spherocytosis
observed in this patient,
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Fig 3. Direct sequencing of
the amplified DNA from a con-
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3 latter. The initiation codon is indi-
cated by bold letters.
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5.1.3 Trabalho 6

B-spectrin Santa Barbara and B-spectrin Siao Paulo II: Two novel frameshift

mutations of the 3-spectrin gene associated with hereditary spherocytosis
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Abstract:

Hereditary spherocytosis is a common inherited anemia characterized by the presence of
spherocytic red cells and by a heterogeneous nature in terms of its clinical presentation, molecular
basis and inheritance. Defects in several membrane protein genes have been involved in the
pathogenesis of HS. B-spectrin-related HS seems to be fairly common. We have screened the f-
spectrin gene coding region in 13 Brazilian HS patients presenting elliptocytes or acanthocytes in
the blood smear. Spectrin deficiency was present in most cases. We detected two novel HS
frameshift mutations expressed as a dominant trait (B-spectrin S2 Barbara and B-spectrin S#o
Pauloll) and two missense mutations that are associated with recessive HS and could have
functional significance (B-spectrin S&o Paulo and B-spectrin Florian6polis). These findings suggest
that B-spectrin-related HS may be common in Brazil. The mRNA encoding B-spectrin Sdo Paulo II
was undetectable. However, detectable levels of the mutant mRNA were found in the patient
presenting the B-spectrin S Barbara mutation. Unfortunately, the mutant protein was not detected in
the membrane or in other cellular compartments. Interestingly, the mutation resulting in pB-spectrin
S® Barbara seems to have surfaced during the germ cell lineage differentiation of one of the
patient’s progenitors and must be present in a mosaic pattern in these cells. Besides, we were able to

detect some new missense mutations and polymorphisms in the B-spectrin gene coding region.
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Introduction:

Hereditary spherocytosis is a common inherited anemia characterized by the presence of
spherocytic and osmotically fragile red cells.! This disorder is heterogeneous in terms of its clinical
presentation, molecular basis and inheritance.” The primary molecular defects reside in the proteins
involved in the vertical interactions between the erythrocyte membrane skeleton and the lipid
bilayer’, namely a-spectrin, B-spectrin, ankyrin, band 3 and protein 4.2. These defects cause local
disconnections between the skeleton and the bilayer, resulting in vesiculation of the unsupported
membrane components®. The loss of membrane surface area results in a consequent loss of cellular
deformability, which causes the spherocytes to be selectively trapped and destroyed in the spleen'.

B-spectrin-related HS is relatively common®!, and is frequently a result of null mutations,
where the mutant mRNA is unstable and the allele is not expressed®' "2, Indeed, many patients with
HS have spectrin-deficient red cells and it has been stated that the degree of spectrin deficiency
correlates well with the spheroidicity of HS erythrocytes, the severity of hemolysis, and the response
to splenectomy®. One other characteristic feature of B-spectrin-related dominant HS is the presence
of acanthocytes in the blood smear®. In some cases, elliptocytes can be found in the blood smear
associated with mutations located in a relative proximity to the self-association site, leading to
spectrin-deficient red cells, which are also defective in self-association.

We have screened 13 Brazilian HS patients for mutations in the B-spectrin gene coding
region. Nine patients presented acanthocytosis and 4 presented elliptocytes in the blood smear.
Seven patients presented spectrin deficiency. We have found two novel frameshift mutations leading
to HS: a C deletion at codon 638 (B-spectrin S Barbara) and a C deletion at codon 1392 (B-spectrin
Sao Paulo II). The mRNA encoding B-spectrin Sdo Paulo II was undetectable. However, detectable
levels of the mutant mRNA were found in the patient presenting the B-spectrin S Barbara mutation.
Unfortunately, the mutant protein was not detected in the membrane or in other cellular
compartments. Since this mutation was not present in the patient’s parents, but was detected in her
affected brother, we propose a germ cell mosaicism for this mutation in one of the progenitors.
Finally, the screening procedure allowed us to detect several polymorphisms in the B-spectrin gene,
including a missense mutation A1884V (B-spectrin Sdo Paulo) and a missense mutation G1408R (B-

spectrin Floriandpolis), that could represent recessive HS mutations.
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Material and Methods:

Case reports:

Bspectrin S Barbara. The propositus (SD) was a 25-year-old white woman of Italian
origin, who presented compensated hemolytic disease with splenomegaly, hyperbilirubinemia,
increased osmotic fragility of the red cells and a regular number of spherocytes and acanthocytes in
the blood smear. Coombs’s test was negative. Her brother also presented a history of anemia and
jaundice since childhood and had been previously subjected to splenectomy. Interestingly, both
parents presented a normal clinical picture. The patient’s recent hematological profile was: Hb
11.0g/dl, RBC 3.01x10'%/1, MCV 80fl, MCHC 32.8g/dl, reticulocyte count 644x10%/1 (21.4%).

B-spectrin Sio Paulo II. The propositus (RS) was a 20-year-old white woman, who was
diagnosed based on the presence of splenomegaly, jaundice, hemolysis and increased osmotic
fragility of the erythrocytes. Her peripheral smear also displayed many spherocytes and
acanthocytes. In her case, HS was inherited as a dominant trait. Her father and brother were also
affected, having undergone splenectomy. Her hematological values were: Hb 12.5g/dl, RBC
3.8x10'%/1, MCV 87fl, MCHC 37.7g/dl, reticulocyte count 395x10°/1 (10.4%).

B-spectrin Sido Paulo. The propositus (RL) is a 23-year old white male presenting with
anemia, jaundice, hemolysis and increased osmotic fragility of red cells after incubation. His
hematological parameters were: Hb 10.3g/dl, RBC 3.6x10'2/l, MCV 85fl, MCHC 35.5g/dl,
reticulocyte count 338x10%/1 (9.5%). He presented many spherocytes and ovalocytes in the blood
smear. His parents are clinically and hematologically normal, indicating a recessive inheritance in
this case.

B-spectrin Floriandpolis. This abnormal B-spectrin was detected in 3 HS patients, including
patient SD. The other two HS patients with PB-spectrin Florianopolis presented anemia,
splenomegaly, reticulocytosis and an increased osmotic fragility of the eritrocytes. They also

presented some degree of spectrin deficiency.

Red cell membrane protein quantification analysis. Red cell membrane proteins were

fractionated in nonlinear gradient 3.5-17% polyacrylamide gels, as described elsewhere*.
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Quantification of the red cell membrane proteins was carried out by densitometry of Coomassie blue
stained gels at 540nm (Hoefer Scientific Instrument, model GS300, San Francisco, CA) and the
areas under the peaks were determined by the computer program GS 365W, version3.01. The
amount of spectrin was expressed as a ratio to band 3 and the Sp/band 3 ratio in 30 normal controls

was 1.02+0.05 (varying from 0.90 to 1.11).

Immunoblotting analysis. Immunoblotting using a polyclonal antihuman B-spectrin
antibody was performed with proteins extracted from erythrocyte ghosts prepared by hypotonic
lysis'* and from intact red cells. For this experiment, the samples were run, simultaneously, in a
Biorad minigel apparatus containing two 6% polyacrylamide-SDS gels. Electrotransfer of the red
cell membrane proteins from one of the 6% polyacrylamide-SDS gels to nitrocellulose was carried

out for 2 hours at 100V as described by Towbin et al'®

. Non-specific protein binding was reduced by
preincubating the filter overnight at 4°C in blocking buffer (3% nonfat dry milk, 10mM Tris,
150mM NaCl and 0.02% tween 20). The nitrocellulose blot was incubated with polyclonal

antthuman B-spectrin antibodies for 20 hours at 4°C and then, washed for 60min with blocking

buffer without BSA. The blots were subsequently incubated with 2uCi of 125I-protein A in 10ml of
blocking buffer for 1h at 22°C and then washed for 2h. The filters were exposed to Kodak X-Omat

film with intensifying screens at -70°C. The second gel was stained by Coomassie blue.

PCR-SSCP analysis. Leucocyte genomic DNA from the subjects analyzed was extracted
with standard techniques using phenol-chlorophorm. The 31 coding exons of the B-spectrin gene
were amplified by the PCR reaction', using previously described intronic primers®. The amplified
products were subsequently analyzed by non-radioactive-SSCP, in a PhastSystem apparatus
(Pharmacia, Uppsalla, Sweden). The temperature and voltage conditions varied according to each

specific exon.

Direct Sequencing of the amplified DNA. The PCR products exhibiting abnormally
migrating bands in the SSCP analysis were directly sequenced according to the Thermo

Sequenase ™ radiolabeled terminator cycle sequencing kit (Amersham, Cleveland, OH).
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Sequencing of cloned DNA amplification products. The amplification products presenting
frameshift mutations were subcloned into pMOSbhlue vectors (Promega, Madison, WI) and

sequenced according to Thermo SequenaseTM cycle sequencing kit (Amersham, Cleveland, OH).

RT-PCR analysis. In order to investigate the stability of the mutant mRNAs bearing the
frameshift mutations, we took advantage of the presence of heterozygous polymorphisms in the
patients, that created or abolished restriction sites. A polymorphism G1408R in exon 20, that
abolishes a Mspl site, was used to determine mRNA stability in patient SD and a polymorphism
N439S in exon 11, that creates a Ddel site, was used to determine mRNA stability in patient RS.

1'”. The mRNA was reverse-transcribed and

Reticulocyte mRNA was extracted according to Kan et a
amplified in a single-step reaction that included a 30min cycle at 42°C followed by 40 cycles of a
standard PCR cycling reaction, which varied according to the fragment amplified. AMV reverse
transcriptase (Amersham, Cleveland, OH), Rnasin (Pharmacia, Uppsalla, Sweden) and oligodT
(Pharmacia, Uppsalla, Sweden) were added to this reaction and specific primers designed in the
coding region of exons 11 and 20 were used for amplification purposes. The amplification products
were then digested with the specific restriction enzymes. In order to quantify the putative mutant
mRNA present in patient SD, we performed genomic DNA PCR amplification and repeated the RT-
PCR amplification for 30 cycles, removing one tube successively at the end of each two cycles for
each type of amplification reaction, starting at cycle 20. We, subsequently, submitted the amplified
products to restriction enzyme digestion with Mspl. The integrated density of the digestion bands
was determined through the program Stratagene Eagle Sight version 3.1 (Stratagene, La Jolla, CA).
The relative abundance of the putative mutant band in relation to the normal band present in the
patient cDNA was compared and corrected by the relative abundance of the mutant band in relation

to the normal band at the genomic DNA level (fig. 3).

Paternity Investigation. In order to confirm biological paternity of patient SD’s father in
relation to herself and to her affected brother, a fingerprinting test was requested. This analysis
assessed, through the use of the Southern Blotting technique, the presence of specific alleles from

five highly polymorphic loci in the father, mother, patient and her affected brother (table 1).
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Restriction enzyme analysis. Some polymorphisms, which altered the restriction map of the
B-spectrin gene, were analyzed through restriction enzyme digestion in order to determine their

frequency in 41 unrelated HS patients (table 2).
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Results and Discussion:

[B-spectrin frameshift mutations. Screening for mutations in the B-spectrin gene coding
region through SSCP revealed abnormal migration patterns in the DNA amplification products of
exon 14 from patient SD and of exon 20 from patient RS in two independent experiments (fig. 1A).
Sequencing of the cloned PCR products revealed, in both patients, a normal and a mutant clone, the
latter bearing a C deletion at codon 638 in patient SD and a C deletion at codon 1392 in patient RS
(fig. 1B). The codon 638 and 1392 deletions cause frameshifts, accompanied by premature
terminations after addition of 31 and 19 aminoacids to the polypeptide chain, respectively. The
truncated proteins were named B-spectrin S® Barbara and B-spectrin Sdo Paulo 11, respectively.

Both patients present acanthocytes in the blood smear, which is commonly seen in
dominantly inherited [B-spectrin-related HS®. Besides, both patients have spectrin-deficient
erythrocytes. Densitometric scans of Coomassie blue stained SDS-PAGE of erythrocyte membrane
proteins show an 11% and a 22% reduction in spectrin content in patient SD and patient RS,
respectively (not shown), suggesting that the mutant protein is not incorporated into the membrane
in both cases.

Taking advantage heterozygous polymorphisms, we next assessed the presence of the mutant
mRNA transcripts in the reticulocytes. Patient RS was heterozygous for a N439S polymorphism in
exon 11, which creates a Ddel site. RT-PCR analysis, followed by digestion with Ddel shows that
patient RS is heterozygous at the genomic DNA level, but not at the cDNA level (fig. 2A). The
absent allele at the cDNA level is the mutant allele, since it was inherited from the affected father,
together with the N439S polymorphism. This indicates that the mRNA is unstable and that the
anomalous protein is not expressed in this case. Patient SD was heterozygous for a G1408R
polymorphism in exon 20, which abolishes a Mspl site. In this case, however, no loss of
heterozygosity at the cDNA level could be demonstrated (figs. 2B), indicating that the mutant
mRNA transcripts are present in detectable levels.

We could not determine which allele was the mutant allele in patient SD, since her parents
do not present the C deletion at codon 638. However, it is most probable that the mutant allele is the
less abundant one (band of 145bp). In an attempt to quantify this putative mutant allele, we digested
the genomic DNA PCR products and RT-PCR products after each two PCR cycles between 20 and

30 cycles (fig. 3). The relative amount of the putative mutant band remained constant throughout the
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experiment, which is demonstrated by the low standard deviation obtained, and represents 33% of
the abundance of the putative wildtype 188bp band (fig. 3).

Anyway, if both alleles are expressed at mRNA level, one would expect to detect the mutant
protein in the red cells of patient SD. Due to the premature termination at exon 14, B-spectrin S%
Barbara would not have the repeat unit 15, which is encoded by a great portion of exon 26 and by
part of exon 27. The repeat unit 315 and part of the repeat unit 16 represent the ankyrin binding
site, the main attachment site of B-spectrin to the membrane'®. Indeed, immunoblotting experiments
with erythrocyte ghosts’ proteins, using anti-B-spectrin antibodies, do not show the presence of
truncated species of B-spectrin (fig.4A). This indicates that B-spectrin S Barbara is not incorporated
into the membrane, as expected. However, the same experiments performed with proteins extracted
from intact erythrocytes show no truncated species as well, indicating that B-spectrin S Barabara is
not present in other cellular compartments (fig. 4B). This could be explained by a high instability of
the mutant protein, that would be degraded rapidly after protein synthesis or by a potential lack of
translation from the mutant mRNA. Anyway, regardless of the mechanism, both mutations lead to a
null phenotypes, which are apparently common in B-spectrin-related dominant HS® ''2.

Interestingly, the parents of patient SD do not present the deletion at codon 638. This finding
could have been indicative of a de novo mutation. However, the patient’s affected brother presents
the same molecular alteration, which statistically rules out this possibility. In addition, a
fingerprinting test utilizing highly polymorphic markers did not exclude paternity with a confidence
index of 99.99933% and 99.99988%, respectively (table 1). We propose that this mutation surfaced
during the differentiation of one the progenitors’ germ cell line precursors. Since the patient also has
unaffected siblings, this mutation must present a mosaic distribution in the germ cells of the carrier.
There is a higher probability that the mother is the affected progenitor, since she is the one, who
transmitted the less abundant allele to patient SD and her affected brother.

F-spectrin missense mutations. We also detected two potentially significant missense
mutations in the coding region: a GGC—CGC; G1408R (B-spectrin Florian6polis) substitution in 3
HS patients and a GCG—>GTG; A1884V substitution (B-spectrin Sio Paulo) in patient RL (fig. 5;
table 2). which had already been reported by our group'® and was recently described by Garbarz et

al’ and renamed B-spectrin Vay. In this study, it is claimed that this mutation represents a mere
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polymorphism, since no loss of heterozygosity was detected at the mRNA level. However, this
mutation was never described in a control subject. Since this mutation does not alter the restriction
map of the gene, we have analyzed 27 control samples of similar ethnic background as patient RL
through SSCP, using the mutant sample as a positive control. No abnormalities were detected in the
control subjects. This suggests that this mutation is either a rare polymorphism or a recessive HS
mutation. Patient RL did not present spectrin deficiency after quantification analysis, which is
consistent with the finding that this mutation does not affect the mutant mRNA levels®. It could,
nevertheless, alter the function of the mutant protein in a way, that combined with a second
recessive defect, it would lead to HS. For instance, since this mutation is located in exon 27, it could
disturb the self-association process slightly. Indeed, this patient presents many ovalocytes in his
blood smear. Besides that, the alanine at position 1884 is the eleventh residue from the $16 repeat
unit, and belongs to the portion of this repeat involved in ankyrin binding's. It is not a conserved
residue between traditional B-spectrin repeats, but the aminoacid at the eleventh position of the $16
repeat unit of B-fodrin is also an alanine'®, suggesting that this aminoacid could be of some
importance for ankyrin binding, probably by helping the protein achieve a correct folding and not by
a direct interaction. Unfortunately, we did not detect a second molecular defect in the B-spectrin
coding region in this patient.

The G1408R mutation affects a conserved glycine residue at position 59 of repeat unit 1 12!
and could have a functional consequence. Neverthless, if this is true, it must associate with a second
defect or be present in homozygosis in order to lead to HS, since the father of patient SD, who is
heterozygous for this polymorphism, has a normal clinical picture with no hemolysis. This mutation
is present in 3.6% of 41 unrelated HS patients. A study of this mutation in a normal population
would be useful.

B-spectrin polymorphisms. During the screening of the coding region of the B-spectrin gene,
four new molecular alterations and eight described ones were detected (fig. 5, 6; table 2). Some of
them were assessed through restriction enzyme digestion, in order to determine their frequency in 41
unrelated HS patients.

The alterations H136H, F222F, L423L, 116201 and V1845V are silent and represent

obviously mere polymorphisms.
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The 1220V polymorphism was previously described by Hassoun et al® as a potential HS
mutation, since it was not detected in 222 subjects, and was named B-spectrin Oakland. This
mutation was discovered in our study, because it was linked to a second mutation in the same exon,
namely F222F (fig. 6). We did not know, at first, which mutation led to the abnormal migration at
the SSCP level in the patient. In order to determine that, we sequenced the region of one of the other
12 HS patients, who were being screened and, who did not show the abnormal pattern. This patient
did not present the F222F mutation, but he was heterozygous for the 1220V mutation (fig. 6),
suggesting that it might be present as well in all the other patients analyzed through SSCP, and thus,
be very common and represent a mere polymorphism. This mutation lies in the first domain of B-
spectrin, which is composed of 272 residues and is not homologous to the B-spectrin canonical
repeats”’.

The missense mutations N439S, N1151D and R1403Q seem to be very common and do not
affect conserved residues, which suggests that they represent mere polymorphisms.

The mutation H1374R could have an impact on spectrin function. The exchange of a
positively charged aminoacid for a negatively charged one, could alter the chemical properties of the
protein and alter its conformation and function. This could be particularly important, since this
residue lies at position 25 of repeat B11, next to a highly conserved leucine®®. We cannot disregard
the fact, however, that an arginine is found at position 25 in repeats 3, p6, p13 and p17°', raising
the possibility that this position might not be critical for protein function and that alterations at this
position in all B-spectrin repeats would lead to mere polymorphisms. A control population survey
would be valuable to determine the significance of this mutation.

The identification of new polymorphisms is useful for the study of linkage and inheritance of
unknown defects and to build a more complete haplotype in order to study common origins of

alleles. Besides that, they are extremely useful to determine the mRNA stability of a specific allele.
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Figure 1:  Molecular analysis of the B-spectrin gene frameshift mutations. A) Non-radioactive SSCP showing
a band shift in the amplification product of exon 14 of patient SD (upper) and a band shift in the
amplification product of exon 20 of patient RS (lower). (C): control. B) Sequence analysis of a
mutant clone originated from patient SD (left) and a mutant clone originated from patient RS
(right). The sequences in the region of the deletion are indicated and the deleted nucleotides (not
present in the clones) appear in bold letters next to the position where they should be found.

Exon 14



122 Capitulo 5. Esferocitose Hereditaria: Resultados e Discussdo

188tp __ §
145 — f

cDNA gDNA cDNA gDNA gDNA cDNA gDNA cDNA

RT-PCR analysis. A) Digestion of exon 11 amplified products of patient RS with Ddel. B)
Digestion of exon 20 amplified products of patient SD with Mspl. Genomic DNA (gDNA), as well
as cDNA reverse transcribed from reticulocyte mRNA, were used as templates for PCR as
indicated. Note patient SD retains an heterozygous digestion pattern at the cDNA level. (C) control.
The control is homozygous for the wild type allele in what concerns exon 20, but homozygous for

the N439S polymorphism in exon 1 1.

Figure 2:
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Figure 3: Quantification of the putative mutant allele in patient SD. PCR tubes were removed from the
thermal cycler after each two cycles as explained in methods. The picture shows a steady increase in
the putative 145bp mutant band between cycles 20 and 30. The digestion bands were quantified and
the abundance of the mutant band was determined according to the stated formula, which takes into
account the parameters mentioned in methods. STD) standard deviation; n) number of cycles.
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[mmunocharacterization of 3-spectrin in the membrane and in other cellular compartments. Left)
Immunoblotting of total membrane proteins extracted from erythrocyte ghosts reveals
immunological identity of the anti-f-spectrin antibodies with the normal 220kD B-spectrin in the
patient (P) and in the control (C). No truncated proteins were detected. Right) Immunoblotting of
the proteins extracted from intact erythrocytes reveals immunological identity of the anti-B-spectrin
antibodies with the normal 220kD B-spectrin in the patient (P) and in the control (C), but again no

truncated proteins were detected.

Figure 4:
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Figure 5:  Molecular analysis of the B-spectrin gene missense mutations. A) Non-radioactive SSCP showing a
band shift in the amplification product of exon 20 of patient SD (upper) and a band shift in the
amplification product of exon 27 of patient RL (lower). (C): control. B) Direct sequencing of the
PCR product of exon 20 of patient SD (left) and the PCR product of exon 27 of patient RL (right).
The mutations are indicated by arrows.
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Figure 6:  Detection of p-spectrin polymorphisms. Non-radioactive SSCP showing the abnormal
electrophoretic migration patterns found in exons 4, 7, 11, 16, 20, 24 and 26. The electrophoretic
patterns associated with specific molecular alterations are indicated. HS patients used as controls are
indicated by asteriscs. Interrogation marks were used when more than two molecular alterations
were found in the same exon and it was not determined which mutation (if any) was present in the
HS patient analyzed. (het) heterozygous mutation. (hom) homozygous mutation. (C) control.
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Table 1: Paternity investigation through Southern Blotting analysis

Locus Locus Alleles (bp) Paternal
Name heterozi- Allele
gosity (%) F P AB M frequency
(Vo)
DSy, 95.0 4123 3916 4125 3916 2.00
3298 3298 1837 1837
DySise 97.0 5926 7664 7664 7664 4.27
5229 5229 3229 3986
DsSyi 98.0 3882 6709 6709 6709 3.94
2542 2542 2342 6973
DI 97.0 3423 4949 4949 4949 2.00
4949 4949 4949 4639
D584 91.8 1431 1536 1336 1336 7.13
1431 1431 1431 1336

F: father: P: patient; AB: affected brother: M: mother

Probability of paternity in relation to the patient: 99.99933%
Probability of paternity in relation to the affected brother: 99.99988%
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Table 2: B-spectrin gene polymorphisms or potential polymorphisms deteted in this study:

Gene Molecular functional Prior Allele frequency in 41 References
Region  Alteration Meaning description unrelated HS patients (%)
exon + H136H polymorphism - ND 8
+
exon 7 [220V polvmorphism? (B-sp Oakland) ND 8
exon 7 F222F polymorphism - ND present
study
exon 11 L4251 polymorphism ¥ 68.29 11
exon 11 N459S polymorphism + 64.63 8
exon 16 NII3ID polymorphism + ND 8
exon 20 R1403Q polymorphism? - 14.63 present
study
exon 20 G1408R recessive HS - 3.65 present
mutation” study
exon 20 H1374R polymorphism? - ND present
study
exon 24 [16201 polymorphism + 40.24 11
exon 26 V1845V polymorphism + 8.53 8
+
exon 27 A1884V recessive HS (B-sp Vay. B-sp ND 9.10

mutation? S&o Paulo)
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5.1.4 Trabalho 7

In vitro analysis of erythrocyte ankyrin promoter mutations associated with

hereditary spherocytosis
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Abstract:

Hereditary spherocytosis is a common inherited anemia characterized by the presence of
spherocytic red cells and by a heterogeneous nature in terms of its clinical presentation, molecular
basis and inheritance. Defects in several membrane protein genes have been involved in the
pathogenesis of HS. Ankyrin mutations are considered the major cause of HS. Many ankyrin
mutations have been reported, including mutations in the promoter region. Promoter mutations may
alter specific consensus sites for DNA-binding proteins and, thus, affect the ability of regulatory
factors to interact with DNA and alter the gene expression level. We have screened the ankyrin
promoter region in 41 unrelated HS patients and detected a novel G—>A substitution at position —
153. This alteration was linked in cis to the =108 T—C mutation, frequently found associated with
recessive HS. The —108/-153 allele showed a frequency of 2.4% in a Brazilian control population of
106 subjects.

The functional significance of all the promoter mutations reported to date was investigated
by mobility shift assays and by the use of the luciferase reporter gene expression assay. Our results
indicate that these mutations have no impact on the capacity of the promoter DNA to interact with
regulatory factors or on the level of transcription of the gene, suggesting that these mutations

consist, in fact, mere polymorphisms.
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Introduction
Hereditary spherocytosis (HS) is a common inherited hemolytic anemia affecting all ethnic

groups. This disorder is heterogeneous in terms of its clinical presentation, molecular basis and
inheritance'. The primary molecular defects of HS reside in proteins that link the red cell membrane
skeleton to the plasma membrane, namely spectrin, ankyrin, band 3 and protein 4.2%. Mutations in
the ankyrin-1 gene have been reported as the major cause of HS>*.

Ankyrin belongs to a multigene family of linker/adaptor molecules that are widely
expressed. The available data suggests that one of the major functions of these proteins is to localize
integral membrane proteins to particular membrane domains, presumably by local interactions with
cytoskeletal proteins’.

Ank 1, the erythrocyte ankyrin attaches spectrin to the cytoplasmic domain of band 3 and is
also expressed in endothelial cells, muscle and brain. It is a globular protein containing 1880 amino
acids with three functional domains: the N-terminal 89kDa domain which binds to band 3, the
central 62kDa spectrin-binding domain and the C-terminal 55kDa regulatory domain, which can
modulate the affinity of spectrin and band 3 binding’.

The ankyrin-1 gene is subdivided in 42 exons with a 7Kb ¢cDNA. The promoter that drives
the expression of this gene in erythrocytes has been recently identified®. It is a Tataless promoter
that is dependent on a GATA-1 and a CACCC binding site for its activity. GATA-1 is known to be
erythroid-specific’® and seems to be crucial for the activity of this promoter. The finding of
kindreds with HS and co-segregating neurologic or myopathic manifestations could be explained by
the recent description of an alternative ankyrin-1 promoter, driving the expression of ankyrin-1 in
brain, heart and skeletal muscle’,

Mutations in the ankyrin gene eryhtroid promoter region have been reported>'°, associated
with both dominant and recessive HS, although the impact of these mutations on the promoter
activity has not been assessed. The —108T—C mutation, reported by Eber et al®* was found in 4 out
of 7 families with recessive HS and might be of importance in HS. Since promoter mutations are
potentially capable of affecting the interaction of regulatory factors with the promoter DNA, they

might be an important cause of HS.
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We have screened 41 unrelated Brazilian HS patients for mutations in the promoter region. A
new mutation was detected at position -153, which appears to be in linkage disequilibrium with the
apparently common —108* promoter mutation and, therefore, could be of importance in recessive
HS. Furthermore, the -108/-153 allele was assessed in the Brazilian population and seems to be
common. We also report a few cases where the -108 mutation stands alone, indicating that it is
evolutionarily more ancient than the -153 mutation. We have also performed in vifro expression
studies of all promoter mutations described to date in order to determine their impact on the
transcription level of the gene. Our results suggest that these mutations may have no functional

significance, and, thus, represent mere polymorphisms.
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Subjects and Methods:

Subjects. By PCR-SSCP and DNA sequencing we analysed the 5’-untranslated promoter
region of the ankyrin-1 gene of 41 unrelated HS Brazilian patients seen at the University of
Campinas and at the University of Santa Catarina. Patients with band 3 deficiency were excluded
from this study. According to the severity index', 13 patients were classified as mild, 21 as
moderate, 5 as moderately severe and 2 as severe. Dominant inheritance was clearly observed in 36
patients. Quantification of the red cell membrane proteins by densitometry of Coomassie blue
stained polyacrylamide gels'' showed deficiency of spectrin in 16 patients, combined deficiency of
spectrin and ankyin in 7 patients, isolated ankyrin deficiency in 2 patients and normal protein
content in 16 patients. We also included in this study 106 unrelated normal controls and 33

amerindians.

PCR-SSCP analysis. Leukocyte gDNA was obtained with standard techniques using phenol-
chloroform. The ankyrin gene promoter region was amplified in two fragments: one 260bp fragment
extending from position —559 to —299 (fragment A) and one 338bp fragment extending from
position —382 to —44 (fragment B) in relation to the translation start site. The primers utilized were:

5’- CAGGGCCGAAGCTTCCTCTAC-3’ (A sense)

5’-CGGGGAGAGCTGAGTTCAGAG-3’ (A antisense)

5’-GCGACTAAACCGGACTCCCTTTC-3’ (B sense)

5’-AGGAGGAGCAGCTGGGGC-3’ (B antisense)

The PCR conditions utilized for fragment A and B were 35 cycles of 94°C for 45sec, 60°C
for 30sec and 72°C for 30sec and 35 cycles of 94°C for 45sec, 59°C for 45sec and 72°C for 45sec,
respectively.

The amplified promoter fragments were submitted to non-radioactive SSCP in a
PhastSystem apparatus (Pharmacia, Uppsala, Sweden). 12.5% acrylamide gels were run for 300Vh
at 340V. Each band shift obtained was reconfirmed with a second independent PCR product, before

sequencing.
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DNA Sequencing. The PCR products exhibiting an abnormal SSCP pattern were directly
sequenced or cloned into pMOSblue vectors (Amersham, Cleveland, OH) for sequencing'.
Sequencing of the double-stranded amplified DNA was performed according to the Thermo
Se:quenaseTM radiolabeled terminator cycle sequencing kit (Amersham, Cleveland, OH) and for the
sequencing of the cloned products we used the Thermo Sequenase™ cycle sequencing kit

(Amersham, Cleveland, OH)

DNA-protein complexes mobility shift assays. The following nucleotides spanning the
mutated promoter regions were synthesized:

-108 wildtype sense: 5’-CCCTCGGGGGCCTGGCCCGCACGT-3’

-108 wildtype antissense: 5’~-ACGTGCGGGCCAGGCCCCCGAGGG-3’

-108 mutant sense: 5’-CCCTCGGGGGCCCGGCCCGCACGT-3’

-108 mutant antissense: 5’-ACGTGCGGGCCGGGCCCCCGAGGG-3’

-153 wildtype sense: 5’~-GGAGCGCCCGGCCCGACAGCA-3’

-153 wildtype antissense: 5’-TGCTGTCGGGCCGGGCGCTCC-3’

-153 mutant sense: 5°’-GGAGCGCCCGACCCGACAGCA-3’

-153 mutant antissense: 5°-TGCTGTCGGGTCGGGCGCTCC-3’

-72/73 wildtype sense: 5’-GCAGAGGCTGCGGTGAGTCCGCCAGCC-3’

-72/73 wildtype antissense: 5’-GGCTGGCGGACTCACCGCAGCCTCTGC-3’

-72/73 mutant sense: 5’-GCAGAGGCTGCGG--AGTCCGCCAGCC-3’

-72/73 mutant antissense: 5’-GGCTGGCGGACT--CCGCAGCCTCTGC-3’

-204 wildtype sense: 5’-TTGTAATCTGCGGTCCCCAGG-3’

-204 wildtype antissense: 5’-CCTGGGGACCGCAGATTACAA-3’

-204 mutant sense: 5’-TTGTAATCTGGGGTCCCCAGG-3’

-204 mutant antissense: 5’-CCTGGGGACCCCAGATTACAA-3’

The following oligonucleotides containing transcription factors AP-2 and PEA-1 consensus
sequences were also synthesized:

AP2 control sense: 5’-GATCGAACTGACCGCCCGCGGCCCGT-3

AP2 control antissense: 5’-ACGGGCCGCGGGCGGTCAGTTCGATC-3’

PEA-1 control sense: 5’-GGATATTTIGCGGTTAGCA-3’
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PEA-1 control antissense: 5’-TGCTAACCGCAAATATCC-3’

The primers were annealed in pairs to create double-stranded fragments. 10ug of each primer
of a specific pair was incubated in 1X buffer M pH 7.5 (10mM Tris-HCI, 10mM MgCl,, 50mM
NaCl, ImM DTE “dithioerythriol) at 65°C for 15min and then left at room temperature for 2h. The
double-stranded fragments were then radioactively labeled with y32P-CTP using the T;-
polynucleotide kinase enzyme (Boehringer-Mannheim, Mannheim, Germany) and applied to a G25
Quick Spin Column (Boehringer-Mannheim, Mannheim, Germany) in order to remove radioactive
unincorporated nucleotides. In order to form DNA-protein complexes, the labeled fragments were
incubated in binding buffer A (40mM Tris-HCl pH7.9, 100mM NaCl, 20% Glicerol, 0.2mM DTT)
in the presence of K562 nuclear extracts and polydldC (Gibco-BRL, Rockville, MD). Unlabeled
double-stranded fragments were added to specific binding reactions as cold competitors. The nuclear

extracts were prepared according to Dignam et al'

. The binding reactions were run in 4%
polyacrylamide gels for 1h at 290V. The gels were, then, dried and exposed overnight with Kodak-

X-Omat autorradiographic films.

Luciferase reporter gene expression assays. Plasmids containing ankyrin promoter
fragments linked to a luciferase reporter gene were prepared, transfected into K562 and HEL cells,
and reporter gene expression was assayed. These ankyrin promoter plasmids included:

(1) a wildtype ankyrin promoter fragment

(2) an ankyrin promoter fragment with the ~108 T—C mutation

(3) an ankyrin promoter fragment with —~108T—C and —153G—A mutations

(4) an ankyrin promoter fragment with the TG deletion at positions -72/73

The plasmid constructs were submitted to maxipreparation according to the Plasmid Maxi
Kit (QIAGEN, Santa Clarita, CA). 20ug of each construct plus 0.5ug of an internal control plasmid
containing the B-galactosidase gene were cotransfected into K562 and HEL cells by electroporation
in a Gene Pulser (Biorad, Hercules, CA). The transfected cells were grown, lysed and the
supernatant used to measure the luciferase and B-galactosidase activities. The luciferase activity was
measured in a Luminometer (Berthold) in the presence of the Luciferase Assay substrate (Promega,

Madison, WI). The B-galactosidase activity was assessed through spectrophotometer readings at
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570nm, after methabolization of the compound Chlorophenolred-B-galactopyranoside (CPRG -
Boehringer-Mannheim, Mannheim, Germany) by p-galactosidase. The activity results were
corrected by the activity values obtained for a promoterless construct. Each plasmid construct,
including the promoterless construct, was transfected in triplicate and the results represent the

statistical mean of these three experiments.
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Results and Discussion:

Detection and analysis of new mutations in the ankyrin gene promoter region. No
migration alterations were detected in the promoter fragment A of the 41 HS patients after SSCP
analysis. However, an identical electrophoretic migration pattern alteration in fragment B was
detected in two unrelated HS patients (fig. 1A). Direct sequencing revealed the presence of an
heterozygous G—A substitution at position —153 in the promoter region in both patients. They also
carried the described —~108 T—C promoter mutation, assumed to be frequent in recessive HS® (fig.
1B). Indeed, one of these two patients also presented a second molecular alteration in the coding
region, namely I1075T in exon 28 (data not shown). The clinical and hematological values of these
patients is described in table 1. After cloning, the ~153 and the —108 mutations were found to lie on
the same chromosome (fig. 1C), thus having a cis association. This G—A substitution at position —
153 resides between the Spl and GATA-1 binding sites® (fig. 2). The fact that this alteration is
localized in a region where no known transcription factors consensus sites are found, suggests that it
is a mere polymorphism. However, it was always found to be linked in cis to —108 T—C mutation
described by Eber et al’. The —108 mutation alters an AP-2 binding site®'* (fig. 2) and could affect
AP-2/DNA binding and, as such, have an impact on the expression of the gene. Indeed, it has been
suggested that this mutation might be of importance in recessive HS>. Therefore, the —153 mutation
could also be a of importance in recessive HS, because of its linkage disequillibrium with the —108
mutation.

The —-153/-108 allele was assessed in 106 individuals from a miscigenated Brazilian
population and in 33 Amerindians (table 2). The allele was absent in the Indian population, which is
consistent with the very limited genetic variability of this population'”. Nevertheless, it was present
in the Brazilian population. The frequency of the —153/-108 allele was 2.4% and the frequency of
the —108 mutation alone was 1.4% in the Brazilian population. No individuals bearing the —153
mutation alone were detected. This indicates that the —153 mutation is evolutionarily more recent
than the —~108 mutation and that it probably arose in a —108 allele, through a single mutational event
and apparently remains confined to it. The relatively high frequency of the —153 and the —108
mutations in the Brazilian population indicates that, if these mutations have a functional

significance, it should only be evident in homozygosis or when associated with a second molecular
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defect, which is consistent with the hypothesis that one of these alterations might be a recessive HS

mutation.

Investigation of DNA-protein interactions. The DNA sequence containing the —153 G—>A
substitution does not contain consensus binding sequences for any known DNA binding proteins
(fig. 2) and neither wildtype nor mutant -153 G—A oligonucleotides formed a complex with
erythroid cell extracts (fig. 3). This suggests that the —153 promoter region does not interact with
proteins in vitro. The DNA sequence containing the -108 T—C substitution contains a potential
consensus sequence for an AP-2 binding site'* (fig. 2). In mobility shift assays, both wildtype and
mutant oligonucleotides formed a DNA-protein complex (fig. 4, lanes 2; 7) that migrated at the
same mobility as the consensus AP-2 oligonucleotide complex (lane 12). In competition assays, the
mutant —108 oligonucleotide competed away both the corresponding wildtype ankyrin and
consensus AP-2 complexes (fig. 4, lanes 4; 15), suggesting that this region binds, in fact, to the AP-
2 transcription factor and that the binding of AP-2 to this region is not affected by the presence of
the -108 T—C mutation.

The promoter mutations —72/73delTG and -204 C—>G, deécribed by Eber et alm, were also
analyzed by mobility shift assays. The DNA sequence containing the -72/73 TG deletion does not
contain consensus sequences for any known DNA-binding proteins (fig. 2). Both wildtype and
mutant -72/73 TG deletion oligonucleotides formed a faint complex of unknown origin (fig. 5, lanes
2; 6), indicating that an unknown DNA-binding protein interacts with the ankyrin -72/73 promoter
region in vitro. In competition assays, the mutant —72/73 oligonucleotide competed away the
corresponding wildtype ankyrin oligonucleotide complex (fig. 5, lane 8) and, therefore, the binding
of this unknown factor is not affected by the presence of the -72/73 TG deletion. The DNA sequence
containing the -204 C—G substitution contains a potential consensus sequence for a PEA-1 binding
site'® (fig. 2). In mobility shift assays, both wildtype and mutant oligonucleotides formed a complex
(fig. 6, lanes 2; 7) that migrated at a slightly different mobility as the consensus PEA-1
oligonucleotide complex (lane 12). In competition assays, the PEA-1 consensus oligonucleotide was
unable to compete away both the wildtype and mutant complexes (fig. 6, lanes 5; 10). These facts

suggest that the -204 ankyrin promoter region does not bind the PEA-1 transcription factor in vitro.
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Nevertheless, it interacts with an unknown DNA-binding protein and this interaction is not affected
by the presence of the -204 C—G mutation. Finally, the PEA-1 complex is competed away by the -
204 wildtype oligonucleotide, but not by the -204 mutant oligonucleotide (fig. 6, lanes 14; 15),
indicating that the -204 wildtype oligonucleotide is capable of binding PEA-1, whereas the mutant
oligonucleotide is not. The complex of unknown origin formed with the wildtype and mutant oligos
(fig. 6, lanes 2; 7) might constitute an artifact and, in vivo, this region might bind PEA-1. If that is

true, the fact that the -204 mutant oligonucleotide cannot bind PEA-1 becomes significant.

Ankyrin expression analysis. None of the mutant constructions analyzed (see methods)
reduced significantly the luciferase expression level when compared to the control promoter in HEL
cells, as well as in K562 cells (figs. 7 and 8), suggesting that the ankyrin promoter mutations do not
have functional consequences and constitute, therefore, polymorphisms. The —204 C—G promoter
mutation was not included in this analysis and should also be investigated in order to confirm its
functional role.

Finally, in vivo studies should be performed in order to confirm the in vitro results obtained

in this study, since what happens in vitro might not always mimic what happens in vivo.
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Figure I:  Non-radioactive SSCP, showing an identical band shift in patients 1 (lane 2) and 2 (lane 5). (C):
control. (lanes 1, 3 and 4): other unrelated HS patients. B) Direct sequencing of PCR products
showing the presence of two heterozygous mutations in patient 1: -108 T—C and -153 G—A. The
same molecular alterations were found in patient 2. C) Sequencing of a mutant clone originated
from patient |, showing that both mutations are linked in cis. The mutations were also linked in cis
in patient 2.
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Figure 2:  Position of the detected promoter mutations in relation to the potential transcription factor-binding

sites in the ankyrin promoter.



Capitulo 5. Esferocitose Hereditaria: Resultados e Discussao 145

Probe  Wildtype Mutant
Nuclear Extract ™" ™, . Jie=mrs ]

Competitor:
Wildtype
Mutant

Figure 3: Electrophoretic mobility shift analysis of the binding of nuclear factors to the promoter region
containing the —153 G—A mutation. The double-stranded fragments (probes) utilized are indicated
at the top of the figure. They are specifically described in methods. The presence or absence of
nuclear extracts in a determined lane is also indicated at the top of the figure. The presence or
absence of cold competitors in a specific lane is indicated at the bottom.
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Figure 4: Electrophoretic mobility shift analysis of the binding of AP-2 to the promoter region containing the
—108 T—C mutation. The AP-2/DNA complex is indicated by an arrow. The double-stranded
fragments (probes) utilized are indicated at the top of the figure. They are specifically described in
methods. The presence or absence of nuclear extracts in a determined lane is also indicated at the
top of the figure. The presence or absence of cold competitors in a specific lane is indicated at the
bottom.
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Figure 5:  Electrophoretic mobility shift analysis of the binding of nuclear proteins to the promoter region
containing the —72/73 TG deletion. The double-stranded fragments (probes) utilized are indicated at
the top of the figure. They are specifically described in methods. The DNA-protein complex formed
in the presence of the wildtype and mutant probes is indicated by an arrow and an interrogation
mark, since the protein involved in the formation of this complex is unknown. The presence or
absence of nuclear extracts in a determined lane is also indicated at the top of the figure. The
presence or absence of cold competitors in a specific lane is indicated at the bottom.
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Figure 6: Electrophoretic mobility shift analysis of the promoter region potentially involved in PEA-1 binding

in the presence of the 204 C—G mutation. The double-stranded fragments (probes) utilized are
indicated at the top of the figure. They are specifically described in methods. The PEA-1/DNA
complex is indicated by an arrow. The DNA-protein complex formed in the presence of the
wildtype and mutant probes is indicated by an arrow and an interrogation mark, since the protein
involved in the formation of this complex is unknown. The presence or absence of nuclear extracts
in a determined lane is also indicated at the top of the figure. The presence or absence of cold
competitors in a specific lane is indicated at the bottom.
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Analysis of Ankyrin Promoter Variants in transiently transfected HEL Cells

Relative Luciferase Activity
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Figure 7:  Chart representing the relative luciferase activity according to the plasmid construct in transiently
transfected HEL cells. A detailed description of the constructs can be found in methods. The
constructs analyzed are indicated at the X axis.
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Analysis of  Ankyrin Promoter Variants in transiently
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Figure 8:  Chart representing the relative luciferase activity according to the plasmid construct in transiently
transfected K562 cells. A detailed description of the constructs can be found in methods. The
constructs analyzed are indicated at the bottom of the X axis.
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Table 1: Clinical and hematological values of the patients presenting the —108 C—T and —153 G—A ankyrin

promoter mutations:

Patient Age Sex Hb Retic. MCV MCHC Sp Ank Splenectomy IOF
{(years) (g/db) Count 63} (%) (%) (%)
(")
Patient 1* 15 F 7.5 8.7 75 39 75 80 - -
Patient 2° 49 M 10.5 11.8 34 36 38 33 - =

Hb: hemoglobin: MVC: mean corpuscular volume: MCHC: mean corpuscular hemoglobin concentration; Sp:
spectrin content in relation to band 3 content: Ank: ankyrin content in relation to band 3 content: 10F:
increased osmotic fragility: a: values measured before splenectomy: b: values of protein biochemstry

measured before splenectomy

Table 2: Frequency of the ankyrin promoter mutations —133 G—A and ~108 T—C in a Brazilian and an

Amerindian population:

Total number of alleles  Normal alleles  -108/-153 allele  -108 allele

Amerindians 66 66 0 0
Frequency (%) 100 100 0 0
Brazilians 212 204 3 3

Frequency (%) 100 96.2 2.4 1.4
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5.1.5 Discussao geral dos trabalhos 5,6 ¢ 7

No presente estudo, trés muta¢ées novas no gene da B-espectrina foram detectadas. Com
relagdo a familia do trabalho 5, foi detectada a presenga de uma mutagdo no cddon de inicio de
tradu¢do ATG—GTG. Este € o primeiro relato de uma mutagéo no coédon de inicio de tradugio em
um caso de EsH. Entretanto, este tipo de mutagdo ja foi descrita para outros genes, incluindo o gene
da proteina 4.1 (seg¢do 1.2.2; pag.31) e B-globina (BAYSAL & CARVER, 1995). Em ambos os
casos, este tipo de mutagdo leva a uma expressdo nula do alelo mutante, sugerindo que cédons
alternativos ao ATG néo sdo funcionais como codons de iniciagdo. Desta forma, a mutagio aqui
descrita torna, provavelmente, a tradugdo deficiente ou nula, levando a uma deficiéncia de beta-
espectrina e, conseqiientemente, a EsH.

O intrigante neste caso € que a redugfo na quantidade de espectrina € de apenas 18%, o que
pode ser explicado por trés alternativas: a) a tradugio a partir do alelo mutante ndo ¢ inteiramente
abolida; b) existe uma alteragdo na regulagdo da expressdo génica para favorecer a transcri¢io a
partir do alelo normal; ¢) o alelo normal da beta-espectrina seria capaz de contribuir com mais da
metade das cadeias de beta-espectrina, que vao, de fato, se incorporar 4 membrana eritrocitaria. Esta
ultima hipétese pode ser explicada pelo fato de que as proteinas do citoesqueleto sdo sintetizadas em
excesso durante a eritropoese, sendo que apenas uma fragdo destas proteinas € incorporada a
membrana (GALLAGHER et al, 1998a).

Com relagéo as familias das pacientes SD e RS (trabalho 6), duas novas mutagdes, que
resultam em alterag@o do quadro de leitura, foram detectadas: uma dele¢io de uma citosina no cédon
638 (beta-espectrina S Barbara), levando & terminagfio prematura da cadeia polipeptidica apés a
adi¢do de 31 aminoécidos, e uma delegédo de uma citosina no codon 1392 (beta-espectrina Sio Paulo
II), com terminagdo prematura apos a adi¢do de 19 aminodacidos.

Devido a terminagdo prematura da cadeia polipeptidica na altura dos éxons 14 e 20, tanto a
beta-espectrina S® Barbara como a beta-espectrina Sio Paulo II perdem a repeti¢do P15, que é
codificada por grande parte do éxon 26 e por um pedago do éxon 27. Esta repetigdo representa o
sitio de ligag#o a anquirina (KENNEDY et al, 1991; fig. 5 - CAPITULO 1), que é responsével pela

incorporagdo da beta-espectrina ao citoesqueleto durante a eritropoese (SPEICHER er al, 1992). A
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perda da repeticdio B15 leva, assim, a um quadro de deficiéncia de espectrina similar ao observado
no caso da beta-espectrina Promissdo. Além disso, mutagdes que alteram o quadro de leitura da
beta-espectrina estfio freqiientemente associadas a uma instabilidade do mRNA, refletida pela perda
de heterozigosidade ao nivel do ¢cDNA (HASSOUN et al, 1997; DHERMY et al, 1998a;
MIRAGLIA DEL GIUDICE et al, 1998). Portanto uma outra possibilidade ¢ de que a deficiéncia
proteica seja conseqiiéncia da degradagdo do mRNA mutante no citoplasma.

Realmente, através da investigacdo da perda de heterozigosidade ao nivel do cDNA,
observamos que o alelo mutante nfio ¢ expresso ao nivel do mRNA na paciente RS e esta,
provavelmente, bastante reduzido no caso da paciente SD (figs. 2 e 3 — trabalho 6). O fato de
nenhuma B-espectrina truncada ter sido detectada na membrana ou no citoplasma nestes casos (fig. 4
— trabalho 6), apoia a evidéncia de que o alelo mutante ndo € expresso, levando a deficiéncia de
espectrina. Da mesma forma que no caso da beta-espectrina Promisséo, a redugdo no contetudo de
espectrina nestas pacientes foi de apenas 20% e 11%, respectivamente, o que também pode ser
explicado por uma super-expresséo do alelo normal ou por uma possivel contribui¢do assimétrica do
alelo normal, devido a um excesso de sintese das cadeias de beta-espectrina.

A auséncia da delegdo da citosina no cédon 638 nos pais biolégicos da paciente SD e seu
irmao afetado, sugere que esta mutagido ocorreu durante a diferenciagdo e proliferagio das células
germinativas de um dos dois progenitores. Como os progenitores também tém filhos normais (que
nfo tem a mutagdo), conclui-se, que o progenitor afetado também apresenta c€lulas germinativas
normais, € por isso a mutagio deve apresentar um padrio de mosaico. Existe uma maior
probabilidade de que o progenitor afetado neste caso seja a mée, ja que o alelo com expressdo
reduzida observado na paciente foi herdado da mae.

A triagem de mutages no gene da beta-espectrina também revelou oito polimorfismos ja
descritos na literatura e quatro polimorfismos novos (tabela 2 — trabalho 6). A identificagdo de
novos polimorfismos € util para estudos de ligagdo e heranga de defeitos ainda desconhecidos ¢
serve para a construgdo de um haplétipo mais completo no sentido de se estudar a origem comum de
alelos, quando se trata de mutagdes recorrentes. Além disso, os polimorfismos sdo extremamente
lteis na determinagéo da estabilidade do mRNA proveniente de um alelo especifico de um gene.

Os polimorfismos detectados neste estudo estdo presentes nos éxons 4, 7, 11, 16, 20, 24,26 ¢
27 (figs. 5 e 6 e tabela 2 — trabalho 6).
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A alteragdo N1151D no éxon 16 e a alteragdo H136H no éxon 4 (fig. 6 e tabela 2 — trabalho
6) ja foram descritas anteriormente (HASSOUN et al, 1997) e, aparentemente, ndo tem nenhum
impacto sobre a expressdo da EsH.

O polimorfismo 1220V (beta-espectrina Oakland) foi descrito por HASSOUN et al (1997)
como sendo uma mutagdo missense que poderia ter conseqiiéncias funcionais e resultar na EsH. A
razdo desta alteragdo ter sido considerada uma provavel desencadeadora da EsH no trabalho em
questio, foi o fato dela néo ter sido detectada em 222 amostras testadas. Em contrapartida, nossos
estudos sugerem que esta alteragdo seja na verdade um polimorfismo, sem conseqiiéncias
funcionais. Além disto, este polimorfismo €, ao contrario do observado nos Estados Unidos,
freqiiente no Brasil, uma vez que os 13 pacientes analisados eram heterozigotos para esta mutagio.

Os dois polimorfismos encontrados no éxon 11 (fig. 6 e tabela 2 — trabalho 6) j4 eram
conhecidos (HASSOUN et al, 1997; DHERMY et al, 1998a). O polimorfismo L423L esteve
presente em 16 pacientes em heterozigose e em 20 em homozigose, com uma freqiiéncia alélica de
68,3%. O polimorfismo N439S esteve presente em 23 pacientes em heterozigose € em 15 em
homozigose, com uma freqﬁénci_a alélica de 64,6%.

As duas alteragdes encontradas no éxon 20 ndo haviam sido descritas anteriormente. No
sentido de tentar elucidar o significado funcional destas alteragdes, foi realizada uma triagem de
duas destas mutagGes através do uso de enzimas de restrigdo em 41 pacientes portadores da EsH. A
alteragdo R1403Q apresentou uma freqiiéncia de 14,6% (tabela 2 — trabalho 6) e deve se tratar,
portanto, de um polimorfismo. Ndo podemos, entretanto, descartar a hipotese desta alteracdo
constituir uma mutago freqiiente, ja que até o presente momento nenhum dos individuos portadores
desta alteragdo tiveram seu defeito molecular caracterizado. Um estudo desta mutagdo em uma
populagdo controle pode ser um bom indicativo do seu significado funcional. A mutagio G1408R
apresenta uma freqiiéncia bem menor (3,6%) (tabela 2 — trabalho 6), o que é esperado, uma vez que
transversdes sdo mais raras do que transiges.

Nés também determinamos a freqtiéncia dos polimorfismos presentes nos éxons 24 e 26 nos
41 pacientes portadores de EsH. A alteragdo 116201 (éxon 24) mostrou ser bastante freqiiente nos
nossos pacientes (40,2%) (tabela 2 — trabalho 6). O polimorfismo do éxon 26 (V1845V) apresentou
uma freqiiéncia de 8,5%, que ¢ condizente com a freqii€ncia de 7,5% descrita por HASSOUN et al
(1997).
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Em um paciente com EsH eliptocitica recessiva, detectou-se a mutagdo A1884V no éxon 27,
que foi denominada beta-espectrina Sdo Paulo (BASSERES et al, 1997b). O defeito também estava
presente na mie do paciente. Esta alteragdo foi descrita recentemente por GARBARZ et al (1998)
em dois individuos com EsH. Ela foi considerada um polimorfismo, uma vez que ela ndo levava a
perda de estabilidade do mRNA, sendo denominada B-espectrina Vay (GARBARZ et al, 1998). No
nosso estudo, esta variante nio foi encontrada em 27 controles de mesma origem étnica do paciente
estudado. Além disso, o fato desta alteragdo molecular ndo estar associada a uma perda de
estabilidade do mRNA, n3o significa que ela ndo possa ter um impacto funcional sobre a estrutura
da proteina e a sua capacidade de interagir com a anquirina ou alfa-espectrina. O paciente portador
deste defeito no nosso estudo apresentava, além de esferocitos, eliptocitos no esfregago do sangue
periférico, o que € condizente com a presenga de alteragdes moleculares mais proximas da regido 3’
do gene, proximo ao sitio de auto-associagdo da espectrina. Portanto, ndo se pode descartar a
hipétese de que a beta-espectrina Sdo Paulo constitua uma mutagéo esferocitogénica recessiva.
Infelizmente, a segunda alteragido molecular potencialmente responsavel pela EsH neste caso nio foi
detectada.

Com relagdo a investigagdo da presenga de alteragGes moleculares na regido promotora do
gene da anquirina, foram detectadas duas alteragdes moleculares em dois pacientes portadores de
EsH: uma alteragdo T—C na posi¢@o —108 e uma alteragdo G—A na posigdo —153. Além disso, em
outros estudos, duas outras alteragdes moleculares foram detectadas neste promotor: a troca C—»G
na posigdo —204 e a delegdo de um dinucleotideo TG na posigdo —72/73 (tabela 2 — apéndice B).
Como pode ser observado na fig. 2 (trabalho 7), todas as altera¢es descritas foram encontradas em
uma regido do promotor, que compreende os principais sitios de ligacio a fatores de transcrigdo e
que estd proxima do cddon de inicio de tradugdo e poderiam, portanto, levar a uma diminui¢do da
expressdo da anquirina e, conseqiientemente, 3 EsH. Portanto, ¢ importante analisar o impacto
funcional de todas estas alteragdes sobre a atividade do promotor.

A triagem da mutagdo —108 T—C revelou a presenca desta alteragdo em 3,8% de uma
populagdo controle normal (tabela 2 — trabalho 7). Entretanto, o fato desta mutagio estar presente
em individuos normais em heterozigose ndo descarta a possibilidade de que esta mutagio constitua
um defeito recessivo. Realmente, em dois pacientes portadores desta alteragéo, descritos por EBER

et al (1996), foram detectados outros defeitos moleculares na regio codificadora do gene da
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anquirina. O mesmo € verdadeiro para o paciente 2 (tabela 1 - trabalho 7), que apresenta a alteragdo
11075T no éxon 28 do gene da anquirina.

Estudos de mobilidade de complexos DNA-proteina em gel de poliacrilamida, utilizando
sondas contendo esta mutagdo, sugerem que a presenga da mutagio ndo altera significativamente a
ligagdo in vitro do promotor com o fator de transcri¢do AP-2 (fig. 4 — trabalho 7). Além disso, a
analise da expresséo, através do uso do gene repdrter da luciferase, demonstrou que esta mutagio
ndo provocou modificagio significativa nos niveis de expressio, quando comparada com o promotor
selvagem (figs. 7 e 8 — trabalho 7).

A mutagdo —153G—A ndo esta diretamente envolvida com nenhum sitio de ligagdo a fatores
de transcri¢do conhecido, ficando entre os sitios de ligagdo a Spl € GATA-1 (fig. 2 - trabalho 7).
Esta posi¢do provavelmente ndo deve afetar a ligagdo destas duas proteinas ao promotor, ja que seus
sitios de ligagcdo permanecem inalterados. Entretanto, seria possivel que este defeito (-153G—A)
estivesse localizado sobre um sitio de ligagdo a uma proteina regulatéria desconhecida. Nossos
resultados, entretanto, mostram que este nfo € o caso, pois, através da técnica de analise da migragio
de complexos DNA-proteina em gel de poliacrilamida, nenhum complexo DNA-proteina foi
detectado, apds a adi¢do de extrato nuclear, tanto com a sonda selvagem quanto com a sonda
mutante (fig. 3, canaletas 2 e 6 — trabalho 7). Além disso, a analise de express@o do gene repérter da
luciferase revelou que plasmideos, cujo inserto continha esta mutagio (plasmideo —108/-153), ndo
apresentavam uma diferenga significativa de expressdo em relagdo ao controle (figs. 7 e 8 — trabalho
7).

A delegdo de um dinucleotideo TG nas posi¢des —72/73 (tabela 2 — apéndice B) também néo
ocorre dentro de nenhum sitio de ligagéo a fatores de transcri¢do conhecidos (fig. 2 - trabalho 7). A
fig. 5 (trabalho 7) mostra a formagdo de um complexo DNA-proteina idéntico com as sondas
selvagem e mutante, quando adicionado o extrato nuclear (canaletas 2 e 6). Este complexo
desaparece na presenga de ambas as sondas selvagem e mutante n3o marcadas radioativamente
(canaletas 3, 4, 7 e 8), indicando que a proteina envolvida na formag¢do do complexo estd sendo
seqiiestrada tanto pela sonda mutante como pela selvagem. Portanto, esta dele¢iio ndo altera
significativamente a ligagdo do promotor com esta proteina in vitro. E possivel que este complexo
seja um artefato inespecifico devido a adic@o de excesso de extrato nuclear, e que, in vivo, nenhuma

proteina se ligue de fato a esta regido. Com relagdo a anélise de expressdo, esta mutagdo também
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ndo alterou significativamente os niveis de luciferase quando comparada com o promotor controle
(figs. 7 e 8 — trabalho 7).

Estes resultados indicam que as altera¢des —108T—C, -153 G—A e -72/73 del TG podem se
tratar de polimorfismos ou de mutagSes indcuas. Entretanto, estudos in vivo serdo extremamente
importantes para uma conclusdo definitiva. De fato, resultados preliminares em animais
transgénicos, utilizando o promotor da anquirina eritréide humana com as mutagdes —108 T—>C e —-
153 G—oA ligadas in cis para dirigir a expressdo do gene da gama-globina, demonstraram uma
reducio de expressdo deste gene em relagdo ao controle com promotor intacto (GALLAGHER,
1999).

Finalmente, a mutagdo -204 C—G localiza-se sobre um possivel sitio de ligagdo a PEA-1
(fig. 2 - trabalho 7), um fator de transcri¢do menos comum. A fig. 6 (trabalho 7) mostra a presenga
de complexos DNA-proteina com as sondas selvagem, mutante e controle PEA-1 (canaletas 2, 7 e
12). Repare que o complexo formado pela sonda controle (canaleta 12), que contém um sitio
consenso para ligagdo de PEA-1 migra a uma altura diferente daqueles formados pelas sondas —204
selvagem e mutante (canaletas 2 e 7), indicando que o complexo formado com estas sondas ndo esta
relacionado a interacio com PEA-1. Outras evidéncias contribuem para esta conclusdo. Os
complexos formados com as sondas selvagem e mutante ndo desaparecem quando utilizou-se a
sonda controle de PEA-1 como competidora (canaletas 5 e 10), indicando que ela € incapaz de
seqiiestrar a proteina envolvida na formag@o do complexo e que, portanto, esta proteina nio deve se
tratar da PEA-1.

Da mesma forma que com a delecdo TG —-72/73, os complexos DNA-proteina formados
pelas sondas —204 selvagem e mutante desaparecem, quando adicionadas como competidoras a
reagdo, as proprias sondas ndo marcadas radioativamente (canaletas 3, 4, 8 e 9). Isto indica que
ambas as sondas tém a capacidade de seqiiestrar a proteina envolvida e, portanto, que a mutagéo -
204 C—>G ndo altera a capacidade desta regiio do DNA de interagir com esta proteina
desconhecida.

O desaparecimento do complexo formado pela sonda controle PEA-1 na presenga da propria
sonda controle ndo marcada e da sonda ~204 selvagem ndo marcada (canaletas 13 e 14), sugere que
a sonda —204 selvagem tem a capacidade de seqiiestrar PEA-1, provavelmente devido & presenca,

nesta sonda, de um sitio potencial para ligacdo de PEA-1. A sonda mutante, por sua vez se mostrou
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incapaz de seqliestrar PEA-1 (canaleta 15), provavelmente porque a mutagdo -204 C—-G
descaracteriza este sitio potencial. Entretanto, como os complexos DNA-proteina observados com as
sondas selvagem e mutante aparentemente ndo estdo relacionados a PEA-1, suple-se que esta
mutagdo ndo altera essencialmente a capacidade desta regido do promotor de interagir com proteinas
regulatérias e, pode, também constituir um polimorfismo ou mutagio silenciosa.

Nio se pode, entretanto, descartar a hipétese de que in vivo o fator de transcricdo PEA-1
interaja com esta regido do DNA. Se este for o caso, claramente a muta¢io —204 C—G altera esta
interagdo e pode ser um fator importante no desencadeamento da EsH. Ensaios de expressdo
poderiam contribuir para o esclarecimento do papel funcional desta mutag3o.

Além disso, a realizagdo de estudos de todas estas mutagdes in vivo, como a realizagio de
“footprinting” in vivo e a andlise do efeito destas mutagdes em animais transgénicos devera ser
realizada, uma vez que alguns possiveis efeitos destas mutagdes sobre a expressdo génica ndo sio
verificados por estas técnicas in vitro, como os efeitos sobre a compactagdo da cromatina ou sobre o
padrdo de metilagdo desta regidio do DNA. A troca de uma timina por uma citosina, como a que
ocorre na posi¢do —108 por exemplo, pode aumentar a metilagdio desta regido do DNA, ja que as

citosinas podem ser metiladas, e levar a uma redugdo na expressio génica.
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Conclusoes

A EIH parece ser uma doenga comum no Brasil e esta associada em boa parte a individuos
de origem étnica africana. A duplicag¢do da leucina 154 no gene da alfa-espectrina foi detectada em
todos os casos de spal/65, confirmando a alta prevaléncia desta mutagdo neste subtipo de EIH e a
origem africana deste subtipo de EIH no Brasil. A substitui¢io L260P foi detectada em todos os
casos de EIH do subtipo spal/50, sugerindo que esta mutagio, originada na Africa Centro-Ocidental,
possa ser comum no Brasil. A mutagdo R28H foi detectada em trés dos quatro casos de EIH do
subtipo spal/74. Ela foi detectada em dois grupos étnicos diferentes, sugerindo que esta mutagéo
possa ter uma origem multipla. Estudos de haplétipos do gene da alfa-espectrina apdiam esta teoria.
Finalmente, em um caso isolado de EIH do subtipo spal/74, a mutago responsavel residia no gene
da beta-espectrina (IVS30 -1 G—A). A proteina mutante foi denominada beta-espectrina Campinas.
As conseqiiéncias desta mutagdo sobre o processo de clivagem apdéiam o modelo de definigdo de
éxon, que postula que o reconhecimento de éxons € essencial para o processamento correto do
transcrito primario.

LELY

O alelo a mostrou-se capaz de causar uma piora da expressdo da EIH, quando associado

in trans as mutag¢des eliptocitogénicas. Entretanto, esta piora foi proporcional & gravidade clinica do

LELY

defeito molecular especifico. Uma associagdo in cis do alelo o com a mutagdo R28H foi

observada e determinou a auséncia de sintomas no paciente. A presen¢a do alelo a'®Y em

homozigose foi detectada associada a mutagio R28H e a expressio clinica, ao contréario do esperado,
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mostrou-se ligeiramente diferente daquela demonstrada por individuos portadores da mutagdo R28H
na auséncia deste polimorfismo.

Trés novas mutagdes nulas (M1V, 638delC e 1392delC) e duas potenciais novas mutagdes
missense (G1408R e A1884V) foram detectadas em 13 pacientes portadores de EsH. Estes
resultados sugerem que mutagdes no gene da beta-espectrina podem ter um papel importante na
etiopatogenia da EsH no Brasil. Por outro lado, defeitos no promotor do gene da anquirina (-108
T—C e -153 G—A) foram detectados em uma porcentagem pequena de 41 pacientes portadores de
EsH, tendo sido observados também em individuos controle. Estas alteragdes ndo afetam a
transcrigdo do gene da anquirina in vitro e ndo parecem, portanto, ser uma causa importante de EsH.

Ao contrario da maioria das muta¢des responsaveis pela EIH, que sdo freqiientes, as
muta¢des que levam ao desencadeamento da EsH sdo esporddicas e detectadas em pacientes

individuais.
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Tabela 1: Alteracdes moleculares no gene da alfa-espectrina na EIH:

Nome da Digestao Alteragao Exon Intron Conse- Referéncias
Variante Triptica Molecular Afetado  Afetado  qiiéncia
Lograno ol/74 71 T->G. 2 - 1248 PARQUET er al. 1994
missense
Sem nome al/74 82 C—HA. 2 - R28S COETZER ¢ral. 1991;

missense FLOYD er al. 1991

Sem nome al/74 82 C->T. 2 - R28C COETZER ¢t al. 1991
missense
Corbeil ol/74 83 G—A. 2 - R28H GARBARZ er al. 1990
missense
Sem nome al/74 83 G-oT, 2 - R28L COETZER eral. 1991;
missense FLOYD eral. 1991
Merseille ol/74 92 T—C. 2 - V31A LECOMTE er al. 1993
missense
Genova al/74 100 C—T, 2 - R34W PERROTA er al, 1994
missense
Tunis al/78 121 C>T. 2 - R41W MORLE er al. 1989
missense
Anastasia ol/78 134 G—C, 2 - R45T PERROTA ¢t al, 1995
missense
Clichy ol/78 135 G—>T, 2 - R45S LECOMTE et al, 1989
missense
Culoz al/74 137 G-T. 2 - G46V MORLE ef al. 1990
missense
Sem nome al/74 143 A—G, 2 - K48R FLOYD et al, 1991
missense
Lyon al/74 145 C—T, 2 - L49F MORLE er al, 1990
missense
Ponte de al/65 452 GHA, 4 - GI151D BOULANGER et al,
Sor missense 1994
Sem Nome al/65 459insTTG, 4 - [nsLL154 ROUX et al. 1989
insercio
Dayton al/50a [VS4insiKb, - 4 Perdado  HASSOUN er al. 1994
inser¢do éxon 3.
delecdo
in-frame
178-226
Saint Louis al/50a 620 T>C. 5 - L207P GALLAGHER et al.
missense 1992a
Nigerian al/50a 779 T>C, 6 - L260P SAHR er al, 1989
missense
Sem nome al/50a 781 T->C. 6 - S261P SAHR et al, 1989

missense
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Tabela 1: Alteragbes moleculares no gene da alfa-espectrina na EIH (continuacdo):

Nome da Digestio Alteracio Exon Intron Conse- Referéncias
Variante triptica Molecular Afetado  Afetado  qiiéncias
Sfax al/36 1086 A—G, 8 - clivagem BAKLOUTI et af,
clivagem aberrante 1992
do éxon
8.
delecdo
in-ficme
363-371
Alexandria ol/30b 1405delCAT, 11 - DelH469  GALLAGHER ez ol.
delecdo 1993
Barcelona ol/50b 1406 A—C. 11 - H469P  DALLA VENEZIA et
missense al. 1993
Sem nome al/50b 1412 A—>C. 11 - Q471P SAHR eral. 1989
missense
Jendouba all/31 2373 C—A, 17 - D791E  ALLOISIO eral. 1992
missense
Oran all/21 [VS17 -1 - 17 Perdado ALLOISIO er ¢f. 1993
G—A. éxon 18.
clivagem delecao
in-frame
822-863

in-frame: sem desvio de leitura

Tabela 2: Altera¢gdes moleculares no gene da beta-espectrina na EIH/PPH:

Nome da Digestio Alteracéio Exon Intron Conse- Referéncias
Variante Triptica Molecular Afetado  Afetado  giiéncia
Prague al/74 IVS29 -1 - 29 Perda do JAROLIM et ul.
G-C, éxon 30, 1995d
clivagem frameshift
Cagliari al/74 6033 C—>G, 30 - A2018G SAHR et al. 1993
missense
Kuwaitino ol/74 6053 C—-G, 30 - A2018D DHERMY et al,
missense 1998b
Providence ol/74 6055 T—C, 30 - S2019P GALLAGHER er al,
missense 1995
Paris al/74 6068 C—>T, 30 - A2023V  PARQUET et al, 1994
missense
Linguere ol/74 6070T->A. 30 - W2024R PARQUET et al. 1994
missense
Buffalo al/74 6074 TG, 30 - L2025R GALLAGHER et af,
missense 1997a
Tandil al/74 6124delGAC 30 - frameshift GARBARZ et al.
AGTG, 1992
delecéo
Nice al/74 6136insGA, 30 - frameshift TSE et al, 1991
insergdo
Kayes al/74 6157 G—C. 30 - A2053P TSE et al, 1990

missense
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Tabela 2: Alteracdes moleculares no gene da beta-espectrina na EIH/PPH (continuagio):

Nome da  Digestio Alteracio Exon Intron Conse- Referéncias
Variante  Triptica Molecular Afetado  Afetado  qiiéncia
Napoli al/74 6160delTTTG 30 - Jrameshift  WILMOTTE er al. 1994
AGAA.
delecdo
Tokyo ol/74 6177delC. 30 - frameshift KANZAKI er al. 1992
delecdo
Cotonou al/74 6181 T—>A. 30 - W2061R GLELE-KAKATL er al.
missense 1996
Cosenza al/74 6190C—G, 30 - R2064G  QUALTIERI er a/. 1997
missense
Nagoya al/74 6205G>T. 30 - E2069sr0p MAILLET eral. 1996
nonsense
Campinas al/74 IVS30 +1 - 30 Perda do BASSERES er ul.
G—A. éxon 30. 1997a
clivagem frameshift
Gottingen oal/74 [VS30 +2 - 30 Perda do YOON et al. 1991
T>A. éxon 30.
clivagem frameshift
Le Puy al/74 [VS30 +4 - 30 Perda do GALLAGHER er al.
A—G, éxon 30. 1991a
clivagem frameshift
Rouen al/74 [VS31 +3 - 31 Perda do GARBARZ er al, 1991
G-T. éxon 31.
clivagem frameshifi

frameshifi: desvio de leitura; stop: cddon de terminagdo
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Tabela 3: Correlagdo das alteragdes moleculares no gene da alfa-espectrina, detectadas nas
familias portadoras de EIH analisadas neste trabalho, com a manifestagéo clinica e com a presenga

do alelo oY,

Familias Alteracio Alelo Hbg/dl  Retics (%) SpD/SpT + alan/aclan  elipto
Molecular aELY SpD (%) + o180 (%)

Spal/65

Paciente | dupiL 154 +/- (trans) 103 2.3 18 69 R

Pai duplL 154 -/- 14.1 1.5 20 48 +

Paciente 2 dupll134 -i= 7.9 79 33.9 100 S
(homozigose)

Paciente 3 duplL154 +- (M 13.6 1.0 33 66 T

Spal/50

Paciente 4  L260P +/- (trans) 141 1.1 333 ND T

Mae L260P ~/- 13.2 1.0 33 ND +=

Paciente 5 L260P +/- (trans) 11,7 3.7 29 ND et

Paciente 6  L260P +/- (transy 122 0.5 30 ND -+t

Spal/74

Paciente 7 R28H +/- (trans) 3.8 20.5 35.5 61 PPH

Mae R28H -/- 12.9 5.2 33 48 ++

Paciente 8  R28H +/+ 10,1 3.5 32 44 ++++

Paciente 9  R28H ++ 7.2 153 312 46 -+

Mae R28H +/- {cis) 12,3 1.9 17.5 24 +

Hb: hemoglobina; Reties: reticulocitos; SpD: dimeros de espectrina; SpT: tetrdmeros de espectrina; an:
anormal; elipto: eliptdcitos; homoe: homozigose; trans: associa¢do in frans do alelo atY com a mutagdo
eliptocitogénica; cis: associagdo in cis do alelo oY com a mutagdo eliptocitogénica; ?: associagdo do alelo
a*Y com a mutagdo eliptocitogénica desconhecida; ND: ndo determinado; PPH: piropoiquilocitose
hereditaria
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C 3P 3B 2P
2M 2F 1P

1M 1F 1B

1Sa 1Sb

Figura 1: Hibridizag@o alelo-especifica do amplificado de PCR do éxon 4 com as sondas normal (A) e
mutante (B). C = controle; 1, 2 ou 3 = niimero dado a familia no trabalho 1;

P = paciente; F = pai; M = mée; B = irmfo; Sa = Irmé 1; Sb = Irma 2
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Clone Clone
Normal Mutante
GA T € G AT C

SRR QQQQHA>QQ

Figura 2: (A) SSCP n#o-radioativo mostrando um padrfo de migragio eletroforético alterado idéntico
no paciente da familia 1 (1.1) e sua mée (1.2), mas nfio no seu pai (1.3), ou no controle (C).
O mesmo padrio eletroforético alterado foi observado nos pacientes das familias 2 e 3 e
todos os individuos afetados. (B) Seqiienciamento de um clone normal e de um clone
mutante derivados do produto de PCR do éxon 2 do gene da alfa-espectrina do paciente 1,
mostrando a troca G—A (Arg—His) no cédon 28, caracteristica da mutagdo R28H. A
mesma alteragdo molecular foi observada nos outros dois pacientes do trabalho 3.

R QEQQAQFHEHQRQQ > >
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Tabela 1: Mutagdes no gene da beta-espectrina na EsH:

Nome da Alteragio Exon Intron Consegqiiéncia Referéncias
Variante Molecular Afetado  Afetado
Promisséo 1 A—G, missense 1 - M1V BASSERES er
al. 1998b
Guemene- IVS3 -1 G—C, 3 - Retencdo do intron 3. GARBARZ er
Penfao clivagem frameshift al. 1998
Atlanta 344 T—>G. missense 3 - W182G HASSOUN er
al. 1997
Sem nome 367 G—T, missense 3 - G189A DHERMY er
al. 1998a
Ostrava 604delT. delecdo 6 - [frameshift HASSOUN er
al. 1997
Kissimee 604 T—C. missense 6 - W202R BECKER et al,
1993
Oakland 658 A—>G, missense 7 - [220V HASSOUN et
al. 1997
Bicetre 1328del8pbou 11 - [frameshift DHERMY er
1330del8pb. delegdo al, 1998a
Alger 1540 C—T. nonsense 12 - Q5 14srop DHERMY er
al, 1998a
Philadelphia 17661nsA, inser¢do 13 - Sframeshift HASSOUN ef
al, 1997
Bergen 2351insA, inser¢do 14 - frameshift HASSOUN er
al, 1997
Baltimore 2533 C—>T, nonsense 14 - Q845stop HASSOUN et
al. 1997
Houston 2777del A, delecio 15 - frameshift HASSOUN et
al, 19977
Winston- [VS17 +1 G—A, - 17 Delegdo in-frame dos  HASSOUN et
Salem clivagem éxons 16e 17 al, 1996
Columbus 3679 C—T, missense 17 - P1227S HASSOUN er
al, 1997
Durham 4473-4842del, 22e23 21,22 ¢ Delecdo in-frame dos HASSOUN er
delecdo 23 éxons 22 e 23 al, 1995
Birmingham 5050 C—T, missense 25 - R1684C HASSOUN ef
al, 1997
Tabor 5836 C—T, nonsense 28 - Q1946srop HASSOUN et
al, 1997

Jrameshift: desvio de leitura; in-frame: sem desvio de leitura; stop: cédon de terminagdo
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Tabela 2: Mutagdes no gene da anquirina na EsH:

Nome da Alteragio Exon Intron Conseqiiéncia Referéncias
Variante Molecular Afetado Afetado
Sem Nome  -204C—G. promotor - - 2 EBER eral, 1996
Sem Nome -108T—>C. promotor - - ? EBER er ul. 1996
Sem Nome -72/-73Tgdel. - - ? EBER ef ul. 1993
promotor
Bugey 437delC. delecio 6 - frameshift MORLE er al. 1997
Osterholtz 520de!l 20nt, delecdo 6 - frameshift EBER et al. 1996
Stuttgart 985delGC. delecdo 10 - frameshift EBER erul. 1996
Bari 1277delG. delecgdo 12 - frameshifi RANDON er al. 1997
Walsrode 1387 G—A. 13 - V4631 EBER er al. 1996
missense
Florianopolis 1519insC. inser¢do 14 - Srameshift GALLAGHER er ul.
1996
Laguna 1605delA. delecdo 13 - Jrameshift GALLAGHER er al.
1996
Einbeck 1 717insC. inser¢io 16 - frameshift EBER er al, 1996
Napoli 1718delT. delecdo 16 - Srameshift MIRAGLIA DEL
GIUDICE et al, 1996
Sem Nome 1788delC, delegido 16 - frameshift OZCAN eral. 1997
Duisburg IVS16 —-18 C—A, - 16 frameshift EBER ef al, 1996
clivagem
Sem Nome 1890 G—-T. 17 - E63 Lstop OZCAN et al, 1996
nonsense
Sem Nome  2294C—A, nonsense 20 - S765stop OZCAN et al, 1996
Marburg 2389delTTAG, 22 - frameshift EBER er al. 1996
delecéo
Sem Nome 2720delG, delegdo 25 - frameshift OZCAN et al, 1996
Napoli [I 2799delC. delecéo 26 - frameshift RANDON et al. 1997
Anzio 2948delCA, delecdo 26 - Sframeshift RANDON er al, 1997
Nara 3137T—C, missense 28 - L1046P KANZAKI et al. 1997
Sem Nome 3157C—T, nonsense 28 - R1053stop OZCAN et al, 1996
Tubarao 3223T—C, missense 28 [1075T GALLAGHER et al,
1996
Porta 3380delC, delegéo 29 - Srameshift EBER et al, 1996
Westfalica
Bovendem 4306C—T, nonsense 36 - R1436stop EBER et al, 1996
Sem Nome  4462C—T. nonsense 37 - R1488stop OZCAN et al, 1996
Prague 4537ins 201nt, 37 - Inser¢do in-frame  JAROLIM et al. 1990abs
insergio de 67 AA
Dusseldorf  4774G— A, missense 38 - DI1592N EBER et ul, 1996
Rakovnik 5005G—T. nonsense 38 - E1669stop JAROLIM et al, 1995¢
Sem Nome IVS38 -34 C-T, - 38 frameshift EBER ef al. 1996
clivagem
Saint- S163G—A, 39 - WI1721stop HAYETTE ez al, 1998
Etiénne [ nonsense
Saint- 5497C—T, nonsense 41 - R1833stop HAYETTE et al, 1998
Etiénne (I
Bocholt 5635C—T, missense 41 - R1879W ou ? EBER et al, 1996

ou clivagem

?2: desconhecido; frameshift: desvio de leitura; in-frame: sem desvio de leitura; stop: codon de

terminacdo
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