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Lista de abreviaturas e siglas

aminoacido

Ala alanina

Arg arginina

Asls antisense / sense

Asn asparagina

Asp acido aspartico

cDNA acido desoxirribonucleico complementar
Cys cisteina

DATP deoxi adenina trifosfato
DCTP deoxi citosina trifosfato
DGTP deoxi guanina trifosfato
DTTP deoxi tirosina trifosfato
dDATP dideoxi adenina trifosfato
dDCTP dideoxi citosina trifosfato
dDGTP dideoxi guanina trifosfato
dDTTP dideoxi tirosina trifosfato
Del delecao

DNA acido desoxirriboniucleico
Dnase DNA polimerase

DO densidade optica

EDTA sal di-sddico do acido etilencdiaminotetracético
FUNAI Fundacéo Nacionat do indio
Glu acido glutanico

Gly glicina

H horas

His histidina

lle isoleucina




slgia Lr - lpese

isopropil-B-D-ticgalactopiranoside

PTG

1ISBT Sociedade intemacional Transfusao Sangiinea

Kb kilobases ou 1000 pares de bases

LBM meio de cultura Luria Bertani

Leu leucina

Lys lisina

M molar

Met metionina

Mg miligrama

ng micrograma

min minutos

31} microlitro

MM milimolar

uM micromolar

ng nanogramas

nm nandémeto

nt nucleotideo

pb pares de bases

PBS salina fosfatada {Naci 16g; Kcl Q,4g; pospato de sédio
bibasico 5,78g; fosfato de potassio 0,4g, H.0 q.s.q. 2000ml)

PCR reacao em cadeia da polimerase

pH potencial hidrogenidnico

Phe fenilalanina

pmol picomol

Pro prolina

RFLP estudo do polimorfismo com enzima de restricéo

RNA acido ribonucleico

RrRPM rotacdo por minuto

SDS dodecil sulfato de sédio

Seg segundos

Ser serina




SSCP polimorfismo de conformacdo em hélice simples
Tag thermus aquaticus

TE tris 10mM pH 8,0; EDTA 0,tmM pH 7.4

Thr treonina

Trp triptofano

U uhidade

uv radiacdo ultravicleta

Val valina

Vv voltagem

w watts

X-Gal 5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-galactopiranoside
5 extremidade proximal do gene

i exiremidade distal do gene




Resumo



O sistema ABO & considerado o mais importante grupo de aloantigenos eritrocitarios.
Os antigenos A e B s&@o glicoproteinas, cujas estruturas antigénicas dependem da
atividade de enzimas, glicosiltransferases, que s&o produtos do gene ABO. Este gene
esta localizado no cromossomo nove e apresenta sete exons, sendo os dois ultimos
responsaveis pela maior parte da sequéncia da proteina codificada,

Foram estudados os exons seis e sete de dez doadores do subgrupo As com estudo
familiar em trés casos e de 71 Amerindios da tribc Parakana. Os doadores A; foram pré
selecionados de acordo com critérios soroldgicos e posteriormente foi realizado
extracdo do DNA gendmico seguido de amplificacéo dos dois Ultimos exons através da
reacdo em cadeia da polimerase. O rastreamento das alteragdes moleculares nos
doadores A; foi feito através do polimorfismo de conformacao de fita simples de DNA e
por seqiienciamento direto. Os indios foram submetidos a amplificacio dos exons seis
e sete e posterior digestdo por enzimas de restricdo, com o objetivo de definir a
presenca da delecdo 261G e das mutagdes: G542A, T646A ¢ C771T.

Os resultados demonstraram que todos doadores sdc heterozigotos (As;0) e nao
apresentam a mutagdo G871A previamente descrita. O exon sete é polimérfico em
individuos As; e com o estudo familiar foi possivel concluir que a delecio 1060C assim
como as mutagdes C467T, T646A e G829A sdo muito freglientes neste subgrupo.

O grupo sanglineo O dos indios Parakanés se caracteriza pela presenca da delecdo
261G. O polimorfismo G542A foi demonstrado em 22% dos alelos O e as mutages
T646A e C771T em 65%. Estes resultados sdo distinto das frequéncias descritas em
Yanomanis, Araras e Kayapos, o que sugeri provavel influencia dos efeitos Gargalo e

Fundador neste grupo Indigena.
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1 - Introducéao



1.1- Grupos Sangiiineos

Os antigenos eritrocitarios s&o estruturas polimérficas que correspondem a proteinas,
glicoproteinas ou glicolipides localizados na membrana eritrocitaria, mas que tambem
podem se distribuir em outros tecidos (Watkins, 1980, Clausen Hakomeri, 1989. Qriol,
1087). Estes antigenos s&o identificados por anticorpos obtidos através de
aloimunizac@o por transfusbes e gestagdes e também como conseqléncia da
imunizacdo natural de antigenos provenientes do meio ambiente (Marcus, 1969}
Aproximadamente 260 antigencs foram definidos sorologicamente e agrupados em 25
sistemas de acordc com as normas da Sociedade Internacional de Transfusao
Sangtinea — ISBT (Danieis , 1998).

O sistema ABO, considerado o maior e mais importante grupc de aloantigenos
eritrocitarios humanaos, foi descoberto por Landsteiner em 1801 durante testes de
aglutinagdes de hemacias com soros de diferentes individuos.

Os sistemas ABO e Hh gue englobam os antigenocs A, B ¢ H foram os primeiros
definidos bioguimicamente e s&0 caracterizados como estruturas glicidicas ligadas a
glicoproteinas ou glicolipides da membrana eritrocitéria - figura 1 (Watkins &
Morgan,1952; Morgan, 1960). A estrutura final destes antigenos dependem da acao de
enzimas conhecidas como glicosil-fransferases que sac codificadas pelo gene H no
cromossomo 19 e pelo gene ABO no cromossemo 2 (Westerveld et al, 19786;
Allderdice et al, 1986). A fucosiltransferase, produto do gene H, é capaz de transferir
um residuc de fucose para N-acetil-glicosamina-galactose formandc o antigeno H - L

Fuca1-2Gal (Watkins, 1980).

ntrodugdo 1
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Figura 1: Modelo da membrana eritrocitaria com os antigenos dos sistemas ABO e Hh

A glicosil transferase catalisa a transferéncia especifica de um agticar sob a forma
ativada para o antigeno H, que funciona como um substrato receptor (Watkins, 1980).
Este residuo adicional transferido pela enzima pode ser a N-acetil galactosamina ou
galactose, originando os grupos sangiiineos A e B respectivamente (figura 2)

Nos individuos do grupo sangiiineo O, o antigeno H ndo modificado, & portanto

identificado na membrana eritrocitaria e em células epiteliais (Morgan, 1960).

O gene ABO, responsavel pela sintese da glicosil transferase, esta localizado no braco
longo do cromossomo nove - q34.1-g34.2 (Allderice et al., 1986) e possui uma
estrutura molecular bem conhecida composta por sete exons (Bennett et al, 1995) -

figura 3.
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Precursor — Tipo 1

R-Nac-Glicosamina-Galactose

Gene H
Fucosiltransferase

Antigeno H

R-NacGlicosamina-Galactose-L-Fucose (a1-2)

Gene A Gene B
NAc Galactosaminiltransferass Galactosiliransferase
Antigeno A Antigeno B
R-NacGlicosamina-Galactose-L-Fucose(a1-2) R-NacGlicosamina-Galactose-L-Fucose(a1-2)
L (z1-3)NacGalactosamina " i {a1-3)Galactose

Figura 2: Antigenos H, A e B dos sistemas ABO e Hh; biossintese e estruturas relacionadas

Clausen et al., no final da década de 1980, purificaram e seqlénciaram a A transferase
soltuivel, procedente do pulmdoc de individuos do grupo sanguineo A . Baseado nas
informacdes obtidas do sequenciamento, Yamamoto et al. (1990a) realizaram a
clonagem molecular e a caracterizagdo do DNA complementar. Foi entdo construida
uma livraria de cDNA em lambda gt 10 com poli A e RNA procedente de linhagem
celular de cancer gastrico humano (MKN 45). Esta linhagem foi escolhida por
apresentar alta expressdo do antigeno A e elevada atividade da A transferase. A
identidade da seqgiéncia génica foi posteriormente confirmada pela expressdo da

transfec¢ao do DNA em células HelLa (Yamamoto et al, 1990b).
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As enzimas galactosaminil e galactosil transferase, produtos dos alelos A e B, possuem
aproximadamente 354 aminoacidos (Yamamoto et al 1900b:; Bennnett et al, 1995
Ogasawara et al., 1966) .

O dominio catalitico da proteina esta localizado na porgéo C-terminal, sendo que na
regido inicial existem 21 aminoacidos que representam 0O dominio transmembrana, pelo
qual ocorre a fixagdo na membrana da hemacia (Paulson et al., 1989; Clausen et al.,
1992). No sangue é encontrada uma substancia semelhante, sollUvel, com auséncia da

regido N terminal (300 aminoacidos) e que conserva a atividade catalitica.

Gene - ABO

30pb  72pb 51pb  48pb  36pb 135pb 891 pb

Figura 3: Organizagdo do gene ABO exons e introns (Bennett et al, 1995; Ogasawara et al.,
1966)

Os alelos A e B possuem 99% de homologia na sequéncia de nucleotideos e diferem
apenas por sete bases nos exons seis e sete (posicdes A297G, C526G, C657T,
G703A C796A, G803C e G930A) que acarretam somente quatro substituicbes de
aminoacidos nas posicdes Arg176Gly, Gly235Ser, Leu266Met e Gly268Ala (Yamamoto
& Hakomori, 1990). Estas duas enzimas diferem em suas especificidades, pois a NAc
galactosaminiltransferase (gene A) adiciona um residuo de N-acetil-galactosamina ao
antigeno H, enquanto a galactosiltransferase (gene B) adiciona um residuoc de

galactose.
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Os aminoacidos nas posigfes 266 e 268 sdo importantes na atividade catalitica da
enzima enquanto gue os aminoacidos nas posicdes 216, 223, 291 e 352 parecem estar
relacionados com a quantidade da enzima produzida (Lowe, 1996; Ogasawara et al,
1996a). As mutacbes pontuais nas posigdes descritas definem alguns dos subgrupos
de A e B (Yamamoto, 1995).

O grupo sanglineo A, caracteriza-se por hemacias que reagem apenas com anticorpos
anti-A. Os anticorpos anti-A,, obtidos geralmente a partir de lecitinas como a Dolichos
biflorus, ndo reconhecem o referido antigeno (Bird, 1952; Lopez et al, 1980) que
apresenta além de diferencas bioquimicas, um menor numero de sitios antigénicos
distribuidos na membrana eritrocitaria (Clausen et al, 1984; 19885, 1986: Heier et
al, 1688, Heier et al, 1994). O gene A, resulta da associagdo da mutacdo
T467C/Pro156Leu com a delecdo de um nucleotideo na regido 3, que gera desvio de
leitura de transcrigao ocorrendo, como consequéncia, uma insercdo de 21 aminoacidos
na proteina e diminuicéo da atividade enzimatica. As mutacdes C1054T/Arg352Trp,
C1054G/Arg352Gly e G829A/Val277Met também foram descritas em hemdacias A,
(Yamamoto et al, 1992, Ogasawara et al, 1896a),

Os grupos sangulineos com fraca expressdo do antigeno A apresentam padrées de
reagdes sorologicas distintos, que traduzem um menor nuimero de sitios antigénicos e
reciprocamente um aumento do antigenc H na membrana eritrocitéria. A intensidade
das reacdes das hemacias com soros anti-A, anti-A,, anti-AB e anti-H; a presenca de
anti-A; no soro e a existéncia de substancias A e H na saliva de secretores auxiliam na

definicdo destes subgrupos — Tabela 01 (Daniels, 1995).
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O subgrupo As é pouco frequente e pode ser identificado em 0,001% a 0,01% dos
individuos do grupo sangliineo A (Reed, 1964; Garreta et al, 1974). O padrdo de
aglutinagé@o de hemacias A; com soros policlonais anti-A e Anti-AB se caracteriza por
pequenocs aglutinados circundados por hemacias livres. A ocorréncia de anticorpo anti-
Aq € varidvel neste fendtipo, e a saliva de secretores contém substancias A e H (Tabela
1). O estudo molecular de individuos As;B demonstrou em dois casos a mutacio
GB71A, resultando na substituicdo do aminoacido asparagina pelo acido aspértico na
posigdo 291. Este fato levou Yamamoto et al (1993a) a considerarem esta mutacio
como a responsavel pelo referido subgrupo apesar deles ndo a terem identificado em
outros dois individuos As. Posteriormente, Olsson & Chester (1996a) estudaram sete
individuos As & ndo constataram nenhuma alleracdo na seqléncia génica dos dois
ultimos exons do gene ABO.

A frequéncia do grupo sangiineo A, é estimada em 0,003% dos individuos do grupo A
(Salmon et al., 1965; Garreta et al., 1974). Hemécias A, com soro policlonal anti-A n&o
aglutinam, ou podem apresentar uma rea¢&o de fraca intensidade como a descrita com
soro AB de doadores O (Daniels, 1995) A enzima transferase A ndo é usualmente
detectada no soro ou na membrana eritrocitaria do subgrupc A, (Cartron, 1976),
Greenwell and Watkins (1978) descreveram uma fraca A transferase com maior
atividade em pH oito do que em pH seis. O estudo do DNA demonstrou que a
sequéncia dos dois dltimos exons do gene ABQ deste subgrupo é idéntica ao de
pessoas do grupo sanglineo A com excecdo da mutagio T646A que resulta na

mudanca do aminoacido Phe216-lie (Yamamoto et al., 1993c; Olsson & Chester, 1998).
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Tabela 1: Padrbes de reacbes sorologicas, caracteristicas da A tranferase e densidade dos

sitios antigenicos nos principais subgrupos de A.

As CM CM -. - + variavel [ Ael vaﬁével - 0,07-1,0
Aend CcM cMm - + variavel H - - 0,011 -0,044
Ay -W w - ¥ usual H raro - 0,014 -0,10
Anm - - - + - AeH + - 6,001 - 0,019
Ag - - - + + H - - 0,001 - 0,014

CM - Campo misto
W - Fracamente positivo
Sitios antigenicos A : 7,85 — 14.56 x 10°Ag A/hemaécia

Os subgrupos A, e A, sd0 raros, as freqUéncias variam de acordo com a populacio
analisada. Na Franc¢a, em 150.000 doadores de séngue estudados nenhum caso de A,
e apenas um A, foram encontrados; ao passo que na China cinco individuos Ay € um
Am foram identificados em 400.000 pessoas submetidas a testes para determinagzo de
grupo sangiineo ABO (Garreta et al., 1974; Lin-Chu et al, 1987). Hemacias An e A,
ndo sdo aglutinadas por soros anti-A e anti-AB, mas os anticorpos podem ser
absorvidos e eluidos (Tabela 1). O estudo moiecular de individuos A, mostrou a
insergéo de repetidas guaninas nas posiches 798-804 resultando em “frame shift”

(Olsson et al., 1995).
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A distribuicdo do antigeno A varia nos diferentes subgrupos, em hemacias Ag
aproximadamente um tergo das células nZo apresentam sitios antigenicos A
detectaveis por imunomicroscopia elefrbnica e nas variantes A, € A, em apenas 5%

das hemacias o atigeno A pode ser detectado (Reyes et al., 1976).

O grupo sangiineo O se caracteriza pela auséncia de atividade das enzimas glicosil
transferases, como consequéncia o antigeno H persiste na membrana erifrocitéria e
demais células que o expressam. Varias alteragdes moleculares do gene ABO podem
levar ao fendtipo O. A delegdio 261G que caracteriza os individuos O, leva a um desvio
de leitura da transcrigido e a producdo de uma proteina de 117 aminoacidos,
desprovida de atividade catalitica, que é rapidamente degradada (Yamamoto et al.,
1990b). Esta mutaco ocorre em aproximadamente 95% dos individuos O brancos e
negros (Olsson & Chester; 1985; Franco et al; 1895, Olsson & Chester; 1996 b, Mifisud
et al, 1996). Nove mutacdes foram descritas associadas a delecdo 261G
caracterizando, o grupo O, G108T, G188A, C189T, C220T, A297G, T646A, GE81A,
C771T, G829A (Yamamoto et al., 1990b; Olsson & Chester 1996b). Nestes individuos,
também a molécuia completa da proteina ndo € produzida pois a deleg&o causa um
“frameshift’ com a criacdo de um codon de terminagée prematuro. O alelo Q" foi
identificado em 31% dos negros brasileires do grupo O, em torno de 40% dos brancos

do Brasil e da Suécia {Ogasawara et al., 1996b; Olsson & Chester, 1996b; Olsson et
al., 1998). O alelo O? representa 3.7% a 6% dos individuos O brancos e negros; €

resultante de uma mutacdo pontual do nuciectideo 802 que leva & uma substituicdo da

glicina pela arginina na posi¢éo 268, que & o sitio catalitico da enzima {Yamamoto et
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al., 1993d; Grunnet et al., 1994; Olsson & Chester, 1996b). As mutagbes A297G e
C526G / Arg176Gly também podem estar presentes em individuos O? (Yamamoto et al.,
1993d). Recentemente foi descrito um doador de sangue O com a associac3o das
alteragdes moleculares relatadas previamente no A’ (C467T e delecdo 1060C) e a
insercdo de mdltiplas guaninas na porgdo 798-804, descrita previamente em A®
(Qtsson & Chester, 1996¢),

Os alelos O' séo facilmente determinados por técnicas de biologia molecular
considerando que a delecdo 261G abole um sitio de restricdo da enzima BstE i/ e cria

um sitio para a enzima Kpn / (Yamamoto et al., 1990 b, Grunnet et al., 1984).

Os subgrupos de B sdo muito raros, provavelmente reflexo da baixa freqiiéncia do
gene B na populagéo. O estudo do DNA de individuos Bs mostrou a mutacdo C1054T
com a substituicdo do aminoacido Arg 352 Trp, mesma alteragdo molecular descrita em
individuos A% (Yamamoto et al., 1993a; Ogasawara et al., 1996). Duas mutactes foram
descritas em doadores By a T641G e G669T com as respectivas mudancas dos
aminoacidos Met214Arg e Glu223Asp, podendo também estar associada a mutagao
C467T (Ogasawara et al, 1996a). A tabela 2 resume as principais diferencas

moleculares entre os alelos do gene ABO.

As definiches das freqiéncias fenotipicas, imunogenicidade dos antigenos, bases
moleculares e polimorfismos s&o fatores relevantes na medicina transfusional, em
transplantes de orgdos, gestagbes e na caracterizac@o de alteragbes morfolégicas e
funcionais eritrocitarias relacionadas a deficiéncias antigénicas (Lowe, 1996: Oriol,

1996).
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Os antigenos de grupos sanglineos possuem bases moleculares definidas,
conseqléncia de numerosos estudos biogquimicos e de genética molecular
desenvolvidos nos ditimos anos. Atualmente, investigacbes séo dirigidas com objetivo
de definir os polimorfismos, a expressao dos antigenos em tecidos e suas funcoes.

A estrutura molecular do gene ABO de subgrupos pouco freqlentes como o A; ainda
permanece incerta, além dos estudos abrangerem apenas pequenos numeros de
casos. Estes dados enfatizam a importancia de um estudo do ponto de vista molecular

do gene ABO em individuos com fendtipo As,
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Tabela 2 - Principais mutagdes descritas nos exons seis e sete do gene ABO e substituicdes de aminoacidos

(Modificado de Yamamototo et al., 1993a;b;c; Ogasawara et al., 1996a).

Exon VI oo e -+ Exon Vi
Alelos | Nt | 261 |.207-} 467 | 626 | 648 | 657 | 664 | 681 | 703 | 771 | 786 | 802 | 803 | 798.804 | 829
aa | 16 | 176 | 216 | . 236 | . | 266 268 o
Al el A c c T |c]| & G G C ¢ | e | & |ceees G G G c e
Pro | Arg | Phe G | Gl | Gy leu |Gly | Gl GG Val Asp Arg
Al - - T - - - - - - - - - - - - - - cc
Leu (=)
A’ A'B) - - - - - - - - . - - - - - A - -
Asn
IS A
lle
A - . - . - - - - - - - | GEGEG - . - -
GGG(-)
B - G - G - T - A - A - C - - - A - -
Gly Ser Met Ala
-] - G - G - - A - c - - - A - -
Gly Met Ala
B’ (AB%) . G - G T - A - A - c - - - A T -
Gly Ser Met Ata Trp.
B G G T A A C A A
Gly Ser Met Ala Asn
8" G G T| T A A c A
Gly Asp Ser Met Ala
Cis AB T C
Leus Ala
o' Del - - - - - - - - - - - - - -
=)
a® Del | @ - - A - A T - - - . A - - - -
(=) lle Met
o’ - G - G - - - - - A - - - - -
Gly Arg

Nt: nucleotideos; aa: aminodcidos



1.2 - indios Parakanas

Os Indios Parakanas pertencem ao fronco linglistico Tupi e vivem em trés
aldeamentos (Paranati, Marudjewara e Bom Jardim) situados no norte do estado do
Para. As informagbes acerca deste grupo indigena s&o recentes e mais precisas,
somente a partir da década de setenta, quando parte deles foram contatados pelas
frentes de atuagdc da FUNAI — Fundacéo Nacional do indio (Black et al, 1980). Os
Parakan&s possuem hébitos proprios como comportamento menos belicoso que os
vizinhos Kayapos e a poligamia, com casamentos preferencialmente constituidos entre

tios e sobrinhas (Black et al., 1980).

Em 1984, este grupo indigena era constituido por cerca de 340 individuos conhecidos
regionalmente como indios brancos, pela caracteristica cor clara de sua pele.
Entretanto varios marcadores genéticos como ceruloplasmina, esterase D,
fosfoglucomutase e alguns antigenos eritrocitarios como Duffy a , Diego a e MNSs, nfo
mostraram evidéncias de miscigenagdo com caucasotides (Race & Sanger, 1975; Black
et al 1980).

Franco et al. (1994), estudando trés tribos da Amazénia, Kayapo, Yanomama e Arara,
constatou que o fendtipo O desta populacfio se caracteriza, do ponto de vista
molecular, pela presenca da delegdo 261G (Q'). Esta alteracdo molecular também
predomina no grupo O de negros e caucaséides (Yamamoto et al., 1980b, Franco et
al., 1994) . Posteriormente, analisando a mesma amostragem de Amerindios, Franco et

al (1995) confirmou a auséncia do alelo O,
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A heterogeneidade do exon sete do grupo O foi avaliada em negros, brancos e indios
(Kayapo, Yanomama e Arara) através do estudo da degradacéo do DNA gendmico com
enzimas de restricdo (RFLP). A digestéo com as enzimas Hinc If, Bgl I, Kpn I, Tag | e
Hinf | mostrou a presenca de dois a cinco diferentes alelos, sendo maior a
heterogeneidade do gene O encontrada nos individuos negros quando comparados
com os brancos & indigenas. A associagao alélica entre os diferentes sitios de restricdo
permitiu a identificagcéo de sete haplétipos entre os negros comparado com apenas
dois nos brancos e Amerindios. Os resultados deste estudo permitiram concluir que o
alelo O & polimérfico entre os Indigenas e os dois haplétipos possuem diferentes
fregliéncias daquelas observadas nos caucasodides (Zago et al., 1996).

Olsson et al. (1997;1998) também estudaram polimorfismos do O nos indios das tribos
Kayapo, Yanomama e Arara, realizando inicialmente a técnica da reac&o em cadeia da
polimerase (PCR) com muiltiplos iniciadores associada ac RFLP e posteriormente, PCR
com iniciadores alelos especificos e reagbes de sequenciamento direto. Nesta
avaliagdo foi constado uma freguéncia superior a 90% do alelo O™ nos indios,
resultado distinto do encontrado em negros e brances brasileiros que apresentaram a
fregléncia do alelo de 30 e 40% respectivamente. O polimorfismo G542A foi
identificado em 43% dos alelos O deste grupo Indigena e apenas em 3% dos negros e
4% dos brancos. Estes resultados levaram Olsson a concluir que esta mutacio esta
fortemente associada ac alelo O™.

A substituicao G542 A foi considerada um marcador polimérfico em uma populacdo
homogénea, com relacdo ac gene ABO, pelo fato dela ter sido identificada em

aproximadamente 50% dos Amerindios O" (Olsson et al., 1998)
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Varios estudos sobre grupos sangilineos em Indigenas e descendentes demonstraram
a presenca exclusiva do grupo sangidineo O (Mourant, 1970; Roychoudhuri & Ney,
1988), desta forma os polimorfismos ligados a este grupo apresentam um especial

interesse em Amerindios (Mourant et al, 1970;1978; Roychoudhuri & Ney, 1988).
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2 - Objetivos



Objetivos:

- Estudo do polimorfismo génico do subgrupo sangiiineo As

- Estudo do polimorfismo génico do grupo sanglineo O de indios da tribo

“Parakang”
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3 - Casuistica e Métodos



3.1 = Casuistica

3.1.1 - Doadores do subgrupo sangiiineo A;
Foram estudados 10 doadores de sangue do grupo sangliineo As e em trés casos foi
possivel realizar o estudo familiar. Os doadores foram pré selecionados de acordo com

critérios soroldgicos de definigdo do referido subgrupo (Daniels, 1995).

3.1.2 - indios Parakanis

Foram estudados 71 Amerindios Parakanss das aldeias Paranati e Marudjewara.

3.1.3- Grupos Controles
Os grupos controles foram constituidos por 50 doadores de sangue, do grupo
sanglineo O e trés doadores A heterozigotos (AO), procedentes da regido de

Campinas.

3.2 - Métodos Sorolégicos

3.2.1 - Redeterminagdo do grupo sangiiineo ABO dos doadores previamente
tipados com Az

Foram realizadas provas, eritrocitérias com hemécias A, e B (Biotest S/A, Séo Paulo) e
séricas pelas técnicas de hemaglutinagéo em tubo (Vengelen-Tyler, 1996), placa

opalina (Rouger & Salmon, 1981) e gel centrifugacdo (Lapierre et al., 1990). Os
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antisoros anti-A, anti-B e anti-AB, policlonais, monoclonais e mistura, de quatro
diferentes procedéncias foram utilizados de acordo com os critérios dos fabricantes
(DiaMed-ID Micro Typing System, Cressier sur Morat, Swifzerland; Sanofi Diagnostics
Pasteur S.A. Marnes la Coquette, France; Ortho Diagnostic Systems, Raritan NJ, Lorne
Laboratories Lid, England). As amostras foram analisadas tambem com lecitina anti-A, -
Dolichos biflorus (Ortho Diagnostic Systems, Rarifan NJ; DiaMed, Cressier sur Moral,
Switzerland) e anti-H - Ulex eurupeaus (DiaMed, Cressier sur Morat, Switzerfand). Os
individuos A; foram submetidos a determinacdo de grupo sangliineo nos diferentes
soros e métodos (tubo, gel e placa opalina) e por dois técnicos diferentes que nac
conheciam o doador (estudo cego). Membros das familias dos doadores As, tipados
como O, foram investigados pela técnica de absorgéo e eluigdo (Vengelen-Tyler, 1996)
com os diferentes soros anti-A, com objetivo de avaliar a presenca do referido antigeno
com fraca expressao.

As reacdes das hemacias dos dez doadores considerados A; com soros anti-A e anti-
AB dos quatro diferentes fabricantes e nas diferentes técnicas mostraram padrbes
compativeis ao subgrupo As e com soro anti-H houve aglutina¢éo de forte intensidade

(Daniels, 1995, Oriol, 1996).

3.2.2 — Determinagdo do grupo sangiiineo ABO dos indios Parakanés e grupos
controles

Os 71 indios e grupos controles foram submetidos a determinacéo do grupo sanglineo
ABO e Rh pela técnica de gel centrifugacgéo (Cartédo ABD - DiaMed, Cressier sur Morat,

Switzerland) e em tubo (Vengelen-Tyler, 1996). Foram realizadas provas eritrocitarias
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com soros anti-A, anti-B, anti-AB e anti-D (Biofest S/A, Sdo Paulo) e provas séricas
com hemacias A e B (Biofest S/A). As amostras foram analisadas também com lecitina

anti-H - Ulex eurupeaus (DiaMed, Cressier sur Moraf, Switzerland).

3.3 = Métodos moleculares

3.3.1- Extragdo do DNA genémico

O DNA foi isolado de células nucleadas a partir de 20 ml de sangue venoso coletado
em EDTA 10% - sal dissddico do &cido etilenodinitrotetracético (Sambroock et
al.,1989). O sangue inicialmente foi centrifugado a 2.500 rpm por 15 minutes. Para lise
de hemacias foi adicionado solugéo de NH4Cl 0,144 (cioreto de amdnia) na proporgéo
de 5 vezes o volume de células e solugdo de NHHCO; 0,01M (bicarbonato de ambnia)
na proporgéo de 0,5 vezes o volume de células. A solugdo foi incubada a temperatura
ambiente por 20 minutos e seguida de centrifugacéo por 15 minutos a 2.500 rpm a 4°C.
Esta etapa foi repetida até a obtengdo de um precipitado de leucdcitos livre de
hemacias.

Os leucdcitos foram dissolvidos em 10ml de tamp&o contendo NaCl 0,3 M, EDTA
10mM, Tris/fHCL pH 7,5 10mM, Uréia 7M, dodecil sulfato de sédic 20% (SDS) e
incubado a 37°C por aproximadamente 16 h. Apds a incubagdo foram realizadas trés
extragbes com igual volume de mistura contendo fenol (redestilado e saturado em
Tris/HCI pH 8,0 - 0,2mM com 0,1% de hidroxiguinolina) cloroférmioc e alcool isoamilico

na proporgédo de 25:24:1. Cada extracdo foi seguida por centrifugacio a 2500 rpm
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durante 20 minutos. No final, a camada superior, contendo o DNA, foi transferida para
um novo tubo e realizada nova extragéo apenas com cloroformio e alcool isoamilico na
propor¢éo de 24:1. A precipitagdo do DNA foi feita com etanol absoluto gelado (2,5
vezes 0 volume) e acetato de sddio 3M pH 5,3(10% do volume). O DNA precipitado foi
lavado em etanol a 70% para eliminar residucs de feno! e sal e posteriormente diluido
em agua estérii ou em TE (Tris pH 8,0 10mM; EDTA 0,1mM pH 7,4). A concentracéo do
DNA foi determinada por espectrofotometria pela leitura das densidades dpticas nos

comprimentos de onda de 260 e 280 nm em fuz ultravioleta (Sambroock et al., 1989).

3.3.2 - Amplificagdo de DNA pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e
digestdo com enzimas de restrigéao

Os exons seis e sete do gene ABO dos Amerindios e doadores A; foram amplificados
para posterior analise, utilizando-se a técnica de reagio em cadeia da polimerase -
PCR (Saiki et al.,1985). Este método baseia-se na utilizagio de iniciadores (primers)
que flanqueiam a regido do DNA a ser ampiificada, onde se hibridizam devido a
complementaridade da seqiéncia. Os repetitivos ciclos de desnaturacdo térmica,
anelamento e extensdo dos iniciadores, promovidos pela enzima taq (Thermus
aquaticus} DNA polimerase levam a um acumulo exponencial do fragmento.

As reagbes foram realizadas num volume final de 50ul contendo 500ng de DNA
gendmico; 10mM Tris-HC! pH 8,5; 50mM KCI; 1,5mM MgCl,, 10mM de cada deoxi-
nucleotideo trifosfato (dATP, dGTP, dTTP, dCTP), 0,25uM de cada iniciador e 1U de

tag DNA polimerase. Foram utilizados sete pares de iniciadores, visando a
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amplificagéo de fragmentos pequenos de 120 a 320 pb sendo cinco deles para garantir
a amplificagdo do exon sete (tabela 3).

As amostras foram desnaturadas inicialmente por 5 minutos a 84°C e em seguida
submetidas a 35 ciclos de amplificagdo com desnaturacéo a 94°C (1min), anelamento
54 a 61°C (1min) e extensdo a 72°C (30seg). O uitimo ciclo teve um periodo de
extensdo prolongado por sete minutos. A reagdo foi realizada em ciclador automatico
de temperatura (Perkin Elmer-Cetus, cetus corp, Boston, MA; PTC100-MJ Research
Inc, Waterfown Mass, USA).

O material amplificado foi separade em gel de agarose a 2% e entdo visualizado sob
luz uitravioleta (UV) apés colorag@o com brometo de etidio.

Para andlise dos polimorfismos descritos, foram amplificadas as regides
comprometidas e digeridas com enzimas de restricio. Nos doadores A; foi investigado
a mutagao a G871A, descrita por Yamamoto et al. (1993a) em individuos AsB. O
fragmento amplificado com os iniciadores P4a (s/as) foi submetido a digestdo com a
enzima de restrigéo Sal// (Yamamoto et al., 1993a).

A determinagdo do grupo sangiineo dos Amerindios mostrou que todos pertencem ao
grupo sanguinec O. O exon seis do gene ABO, dos 71 indios, foi amplificado e
submetido a digestéo pelas enzimas de restricdo Kpn | e BstE If (Yamamoto et al., 1990
b; 1985), com o objetivo de definir a presencga da delegéo 261G, descrita previamente
em indios da floresta Amazénica (Franco et al., 1994). Posteriormente os polimorfismos
descritos, G542A, T646A (Phe216lle), C771T, foram estudados em 52 indios com as
enzimas Nhel (Olsson et al, 1998.), Mbo / (Clausen et al., 1994; Fukumori et al, 1996;

Oisson & Chester 1996b) e Dde / (Olsson & Chester, 1996b) respectivamente.
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As mutagOes T646A e C771T também foram investigadas no grupo controle de 50

doadores de sangue do grupo sanglineo O.
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Tabela 3: Iniciadores utilizados para estudo dos exons seis e sete do gene ABO

P4
4—.

P1 P1 P2 P3 P2 P4 P3
— d— e —> 4 —

Exon Iniciadores Produtos do PCR
Exon-6 (P1a) 5- 5" TGCCAGCTCCATGTGACCGCACY
- 220pb
as- 5  TCGCCACTGCCTGGGTCTCTACY
Exon-6 (P1b) 5- 5 ACGCCTCTCTCCATGTGCAG 3
127pb
as- 5 TGGTGGTGTTCTGGAGCCTG 37
Exon-7 (P2a) s- 5 CCGTCCGCCTGCCTTGCAG 3
270pb
as- 5° CACACCAGGTAATCCACCTC ¥
Exon-7(P2b) s- 5 TGCAGATACGTGGCTTTCCTG 3
261pb
as- 5 CACGCACACCAGGTAATCCAC 3
Exon-7(P3) 5- 5" CGCATGGAGATGATCAGTGACTTC ¥
320pb
as- 5 TTGGCCTGGTCGACCATCATG 3
Exon-7 (P4a) s5- 5 TGCAAGAGGTGCAGCGGCTC 3
279pb
as- 5 TGCCGGCAGCCCTCCCAGAG 37
Exon 7 (P4b) 5- S5'CCAGGCCAACGGCATCGAG ¥
225pb

as-- 5 CCGGCAGCCCTCCCAGAG ¥
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As digestdes, com enzimas de restricGes, foram realizadas sob as seguintes condigdes:

10ul de reacgdo PCR,; 3ul de tampao (especifico de cada enzima), SU de enzima, em um

volume final de 30pl. Nas digestdes que exigiam temperaturas mais elevadas (60°C)

utilizou-se uma gota de 6lec mineral sobre a mistura evitando a evaporagéoe da agua.

As enzimas de restricdc utilizadas, assim como os referidos sitios, tempos e

temperaturas de digestdo estdo representadas na tabela 4.

Tabela 4: Enzimas de restricéo utilizadas no estudo dos polimorfismos dos exons seis

e sete do gene ABQO
Enzimas Sitios de restrigdo 5'»3° T°C Exons Substituicoes / Delegbes
Kpn | (Gibco BRL Products) 5 GGTACNC ¥ 37°C 6 Del G261
BstE Il (Pharmacia Biotech) 5 GVGTNACC ¥ &80°C 8 Del G261
Nhe { (Gibco BRL Products) 5 GVCTAGC 3 37°C 7 GB42A
Mboi (Amersham Life Science) 5 LGATC 3 a7ec 7 TE48A / Phel1Blie
Dde | {Amersham Life Science) 5 CVTNAG 3 37°C 7 C71T
Sai [ (Gibco BRL Products} 5 GVTCGAC & 37°C 7 G871A 7 Asp291Asn

3.3.3- PCR-8SCP (singie strand conformation polymorphism — polimorfismo de

conformacao de hélice simples) para o rastreamento dos polimorfismos dos

exons seis e sefe dos doadores A;
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O rastreamento de alterages moleculares dos exons seis e sete dos doadores A; 0i
realizado pefo método automatizado do polimorfismo de conformacéo de fita simples -
SSCP (Orita et al., 1989) com a utilizagdo do equipamento "PhastSystem” ( Pharmacia
Biotech, Uppsala, Sweden).

Este método caracteriza-se pela analise de polimorfismos de conformacao de fitas
simples de DNA apos a amplificacdo do DNA gendmico pela técnica de PCR. Q
principio do método SSCP baseia-se na observagio de que as fitas simples de DNA,
obtidas pela desnaturagéo do DNA dupla hélice, formam estruturas ou configuragdes
secundarias varidveis, em fungéo da seqliéncia de nucleotideos. Essas fitas simples
podem ser separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida em condicdes ndo
desnaturantes. A migracio das fitas simples e o padrdo das bandas observadas em gel
depende da constituicdo das bases e da temperatura durante a eletroforese. A
comparagao dos padroes de migracdo do DNA controle e do DNA em estudo pode
permitir a identificacio da regido do exon com alteragéo molecular.

A analise do PCR-SSP foi realizada utilizando-se géis pré moidados Phastsystem
(Pharmacia) e subsequentemente corado com nitrato de prata. O sistema dispensa o
uso de isdtopos radioativos e o equipamento permite a leitura dos resultados em
menos de duas horas apds a aplicagdo das amostras, além de manter a temperatura
estavel durante a corrida. As amostras do produto do PCR dos exons seis e sete foram
diluidas em uma solug&o contendo formamida 95%, EDTA 10mM pH 8,0, azul de
bromofenol 0,1% e xilenocianol 0,1% na proporgéo 1:4 e posteriormente desnaturadas
a 94°C por 5 minutos e mantidas em gelo até o momento da aplicagdo. Desta solucéo

0,3u! foram submetidos a eletroforese em gefs de poliacrilamida pré - moldados 12,5%
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e 20% em tampao acetato 0,112M e Tris 0,112M - pH6,4. As condi¢Bes de eletroforese

foram 25V por 2 horas a 4°C e 16°C

A coloragao dos geis foi realizada no equipamento PhastSystem seguindo as seguintes

etapas:

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

2. Glutaraldeido 5% por 5 minutos a 50°C:

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

4. Nitrato de prata 0,4% por 8 minutos a 40°C;

5. Agua deionizada por 30 minutos a 30°C;

6. Carbonato de sédio 2,5%, contendo formaldeido 0,01% por 30 segundos a 30°C;
seguida por outra incubagéo por 5 minutos a 30°C;

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

8. Glicerol 13% por 3 minutcs a 50°C.

3.3.4- Subclonagem do DNA gendémico do exon seis, amplificado por PCR

As amostras cujos os produtos do PCR do exon seis apresentaram bandas com
migragdo andmala no gel de SSCP e trés amostras com padrdc homogéneo de
migracdo foram amplificadas em uma segunda reagdo e purificadas. Estes fragmentos
foram subclonados dentro do vetor pMOSBiue (pMOSBIue blunt ended cloning kit -
Amersham Life Science). A ligacao do plasmidio com o cDNA foi realizada com enzima
T4 DNA ligase durante 16 horas a 22°C e o produto desta reacdo foi utilizado na

transformacdo de bactérias competentes E.Coli, através do choque térmico. As
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bactérias transformadas foram semeadas em placas contendo agar, meio de cuitura de
Luria-Bertani  (LBM) , ampicilina, tefraciclina, 5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-
galactopiranoside (X-gal) e isopropil-B-D-tiogalactopiranoside (IPTG). Estas duas
ultimas substacias foram utilizadas para propiciar a distingéo através de a-
complementag@o entre as coldnias de bactérias contendo ¢ plasmidio recombinante
(colénias brancas) e as colénias de bactérias contendo apenas o plasmidio
recircularizado sem o cDNA (colOnias azuis) (Sambrook et al., 1989). As placas foram
incubadas a 37°C por 16 horas, com posterior semeadura de cinco coldnias brancas
em tubos contendo o meio de LBM com ampicilina e tetraciclina. Estes tubos foram
incubados a 37°C , sob agitacéo continua por 16 horas, e os plasmidios recombinantes
de cada colGnia foram lisados e purificados em pequena escala utilizando Plasmid mini
preps (Amersham Life Science). Plasmidios purificados foram submetidos a PCR
(primers - P1a s/as) e posterior digest&do com as enzimas Kpn / (Gibco BRL Products) e
BstE Il (Pharmacia Biotech) para identificagio dos alelos A> As amosiras selecionadas
A’ (totalizando seis) foram seqlenciadas utilizando kit Thermo Sequenase PCR product

(Amersham Life Science, Cleveland, Ohio)

3.3.5 - Seqgiienciamento de DNA

As amostras que apresentaram no SSCP do exon seis bandas de migragéo andémala e
trés com padrées de corrida “homogéneos” foram submetidas a subclonagem e
posteriormente sequenciadas. Foram tilizados para o seqiienciamentc os mesmos
iniciadores descritos na tabela 2 (P1a s/as e P1b sfas). Os exons seis das quatro

amostras residuais foram seqlenciados diretamente.
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Foram submetidas a seqlienciamento direto do exon sete, todas amostras de doadores
As, independente dos padroes do SSCP, e os familiares de trés doadores. (Sanger et
al.,, 1977), As reacfes de seqUenciamento foram repetidas duas vezes para cada
amostra e em algumas situagdes foram utilizados os iniciadores internos altermativos

para uma determinada regido, conforme descritos na tabela 3.

Método 1

O seqgtienciamento dos produtos do PCR obtidos na amplificagdo simétrica do DNA foi
realizado utilizando Thermo Sequenase cycle sequencing Kit (Amersham Life Science
inc, Cleveland, Ohio). Inicialmente, 5ul do produto da reagao de PCR foi tratadoc com
10 U de exonuclease | e 2U de fosfatase alcalina de camardo, com o objetivo de
remover os iniciadores residuais € dNTPs remanescentes da mistura do PCR. A
mistura foi incubada a 37°C; por 15 minutos, seguida de 15 minutos a 80°C para
inativacédo das enzimas. Ao produto do PCR tratado (0,5u9) foram adicionados 10 pmol
de iniciadores marcados (y-2 P-ATP 10mCi/mi), 1,0ul de DNA polimerase Thermo
sequenase (10U/uh), 2,0ul tamp&o da reagdo. Uma aliquota de 4,0ul foi entao
transferida para tubos contendo quantidades limitadas de dideoxinucleotideos - ddANTP
(ddATP, ddCTP, ddGTP e ddTTP). A adicdo dos dideoxinucleotideos trifosfatos
provoca a terminagdo das cadeias sintetizadas enquanto que o excesso de dNTP
produzira a polimerizagdo das cadeias sintetizadas em que nenhum ddNTP foi
incorporado. As amostras foram desnaturadas por trés minutos a 94°C e em seguida
submetidas a 35 ciclos de amplificacdo com desnaturagéo de 30 segundos a 94°C,

anelamento de 30 segundos a 55°C e alongamento a 72°C por 40 segundos. As
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reagOes foram realizadas em cicladores automaticos de temperatura (Perkin Elmer-
Cetus, Cetus corp, Boston, MA,USA; PTC100-MJ Research, Inc., Wafertown MASS,
USA). A adicdo de 4ul de uma solugio de formamida 95%, EDTA 20mM, azul de
bromofenol 0,05% e xilenocianol 0,05% interromperam as reacdes. Os produtos dos
PCRs (4ul ) foram desnaturados a 94°C por 3 minutos e aplicados no gel de
poliacrilamida 6% com tamp&o de Tris-Taurina-EDTA 0,8X e uréia 7M em placas de
33x38 e 33 x 40cm com espessura de 0,25 a 0,75mm. A eletroforese foi realizada com
tampao Taurina 1X, a 75W por quatro a seis horas a temperatura ambiente. O gel foi
seco a 80°C , colocado em um cassete com filme de raio-X e a auto radiografia
revelada ap6s 16 a 24 horas de exposigéo a temperatura ambiente (Sombrook et al,

1989).

Meétodo 2

Neste método o fésforo 33 vem incorporado as terminacdes ddGTP, ddATP, ddTTP e
ddCTP ndo sendo necessdrio marcar os iniciadores. As terminacdes radiativas (5ulh)
s&o colocadas em tubos contendo deoxinucleotideos G, A, T e C. Pode-se substituir o
dGTP por dITP em sequenciamentos que apresentam compressdes. A seguir foram
adicionados aos tubos, 4,5ul da mistura contendo: tampéo (2pl), produto de PCR,
iniciadores (1pmol), agua deionizada e enzima thermo sequenase DNA polimerase -
2ul. A reagéo foi colocada no termociclador com o seguinte programa: desnaturagéo de
30seg a 94°C, anelamento de 30 seg a 55°C, extenséo de 30 seg a 72°C seguida por

extens&o final de 7-10min a 72°C. O gel de sequenciamento utilizado foi o mesmo
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descrito no protocolo anterior. As amostras foram desnaturadas a 94°C por 5 minutos

antes da aplica¢éo no gel.
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4 - Resultados



4.1 — Doadores A;

4.1.1 — Resultados sorolégicos

As reacOes das hemécias dos dez doadores com soros anti-A e anti-AB, policlonais,
monoclonais e mistura, com as técnicas em tubo e placa opalina (Lorne Laboratories
Lid, England; Ortho Diagnostic Systems, Raritan NJ ), mostraram mdltiplas aglutinacdes
com presenca de “campos mistos” (pequenos aglutinados de células ao redor de uma
massa de hemacias néo aglutinadas). Todos os doadores também apresentaram na
técnica de gel centrifugagéo com cartdes policionais (DiaMed-ID Micro Typing System),
reagdes com padréo de dupla populagdo de hemacias ou seja, agiutinacdes de
moderada intensidade associadas a hemacias ndo aglutinadas. As provas com soros
anti-A e anti-AB monoclonal murinc — transclone (Sanofi Diagnostics Pasteur S.A.
Marnes la Coquette) mostraram reacées de fraca intensidade com algumas hemacias
livres. Todas as amostras apresentaram forte reagéo de agiutinago com anti-H - Ulex
eurupeaus (DiaMed, Cressier sur Morat, Switzerland) e nao aglutinaram com anti-A,
Dolichos bifiorus (Ortho Diagnostic Systems, Raritan NJ: DiaMed, Cressier sur Morat,
Switzerland). No soro dos dez doadores analisados ndo foi encontrado anti-A, , o
referido anticorpo apenas foi identificado na mée de um dos doadores A; estudados
que foi tipada como As;B (Figura 9: 1° familia I -2). Familiares de doadores As
portadores do grupo sangiineo O, que foram submetidos a reagéo de absorgio e

eluicdo nao demonstraram a presenga de antigenos A.
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4.1.2 - Polimorfismos do Subgrupo A;

0O estudo molecular dos exons seis dos 10 doadores demostrou heterozigose para o
alelo As (As0) e a presencga da delegéo 261G, o que permitiu classifica-los como o'
Todos os doadores definidos sorologicamente como As ndo apresentaram a mutagéo
G871A descrita iniciaimente por Yamamoto et al. (1993). A referida mutagdo foi
identificada através da digestao do produto do PCR do exon sete (iniciadores P4a) pela
enzima de restricdo Saf f (figura 4).

Os exons seis e sete foram submetidos a triagem molecular pele SSCP. No exon seis,
trés amostras apresentaram uma banda com migragdo andmala (figura 5).
Posteriormente, as amostras com padréo eletroforético diferente e outras trés sem
desvio de bandas, foram subclonadas e seqlenciadas. Apesar dos resuitados do
SSCP, nenhuma mutacéo foi encontrada no referido exon no alelo A®

O exon sete foi estudado com cinco pares de iniciadores diferentes e subdividido em
trés regides conforme descrito na Tabela 3 . Na primeira regido amplificada pelos
iniciadores P2a, o SSCP néo apresentou padrdo de corrida discrepante em diferentes
condicdes da técnica, quando comparados com irés controles do grupo sanglineo AQ".
O sequenciamento direto foi realizado, apesar dos resultados do SSCP, e sete
amostras apresentaram a mutagéo T467C/Pro156Leu em heterozigose (figura 6).

Os resultados do SSCP da segunda e terceira regido do exon 7 (iniciadores P3 e P4a)
foram realizados, repetidos e comparados com os controles AO' e mostraram padrdes
de corrida com discretas e duvidosas diferencas. Todas as amostras foram entéo
submetidas a seqlenciamento direto com o cobjetive de investigarmos mutagbes que

pudessem ter alguma relagdo com os resultados pouco claros do SSCP. Os dados
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obtidos dos sequenciamentos diretos das referidas amostras, nao tiveram nenhuma
relacdo com os resultados das andlises dos polimorfismos de conformacdo em hélice
simples, mas algumas mutages foram identificadas. A mutagéo T646A / Phe216lle
descrita em individuos A, foi encontrada em trés doadores sendo duas em heterozigose
e uma em homozigose (figura 6). As mutagdo G681A / substituicio neutra e C771T /
substituicdo neutra também foram encontradas em trés amostras sendo duas
heterozigotas e uma homozigota (figura 7). Na amostragem estudada, a mutacao
GB829A foi encontrada em quatro doadores, sendo trés heterozigotos e um homozigoto,
e a delegao 1060C foi identificada em nove individuos (figura 8). Um dos doadores
estudados ndo apresentou nenhuma outra alteragdo molecular nos exons seis e sete,
além da delegio 261G do alelo O (tabela 5 ). Em quatro casos houve definicdo dos
alelos que se encontravam as mutacées (figura 9; tabela 5 e 6). Na primeira familia foi
identificado, no doador fendtipo As a mutagdo C467T e a dele¢do 1060C no alelo As.
Na segunda familia, apenas a delegdo 1060C foi encontrada no referido alelo. Na
terceira familia foi constatada a presenca da associacdo G829A e delegdo 1080C no
alelo As. No quarto individuo a presenga das mutagbes T646A, G681A C771T e
GB829A em homozigose, nos permitem concluir que o alelo A’ se encontra ligado a
estas mutagbes. A tabela seis mostra os resultados do estudo molecular dos exons seis

e sete dos trés doadores fenotipados como Az com estudo familiar.
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Figura 4: Produtos de PCR do exon sete (iniciadores P4a) digeridos pela enzima Sal / para
identificacdo da mutacdo G871A no gene ABO. A referida mutacdo aboli o sitio de restricdo da
enzima

M - Ladder — 100pb (Gibco BRL Products)

C1 e C2 (controles) - Produtos de PCR de amostras A; ndo digeridas (fragmento: 279pb)
Amostras 1 a 5 - Produtos de PCR de individuos A; digeridos pela enzima Sal / indicando a

auséncia da mutacao G871A (Fragmentos: 231pb e 48pb)
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Figura 5: SSCP de produtos de PCR do exon 6 do gene ABO (iniciadores P1a ) de individuos
As.

C1e C2 - controles AQ'

Amostras 1 e 4 — Doadores A; sem desvio de bandas

Amostra 3 - Padrao eletroforético distinto dos controles

Amostra 2 — Repetido o PCR e SSCP; n&o confirmou padréo eletroforético com banda superior
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Figura 8: Seqglilenciamento direto do exon sete dos doadores A;
Mutacoes: C467T (Pro156Leu) e TE46A (Phe216lle)
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Figura 7: Seqgiienciamento direto do exon sete dos doadores As.

Polimorfismos C771T e G681A, substituicdes neutras
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Figura 8: Seqglienciamento direto do exon sete dos doadores A

Mutacées GB29A e delecao 1060C
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1? familia:

I
1 | 2
o 1 AsB*
0": del261G +del1080C A% C467T + del1060C
0".de 261G B: C526G + C796A + G803C
11 -
A3*
A®: C467T + del1060C
0':del261G
2° familia:
+
I
1 2
Az *
A% del1060C
O"™: del261G + T646A + BG681A
1 2 | 3
[{] —
Ag* AS* Ot
A% del1060C A% del1060C O"™: del261G + T646A + G681A
0'": del261G 0'": del261G O': del261G
3® familia:
|
1| 2
0* Aai
O': del261G + C467T A% GB29A+ del1060C
0': del261G + TB46A + del1060C O del261G + T646A
1 2
1 —>
%* Oi‘
A> G829A + deM060C 0': del261G + T646A + del1060C
Q" del261G + C467T O": del261G + TE46A
* fenotipagem

Figure 9: Estudo familiar de trés doadores A;. Os fendtipos e gendtipos estio descritos abaixo

de cada simbolo. As setas indicam os doadores
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Tabela 5: Resuitados do estudo molecular dos exons seis e sete dos sete doadores ndo

relacionados do subgrupo As

Mutages - Gene ABO |

Del 261G

C467T (Pro156Leu) +/- +/- + /- + /- +/- | +/-
T646A (Phe216lle) + + /- + /-

GB81A +/+ +/- +/-

C7717 +/+ +/- +/-

G829A (Vai277Met) +/+ +/- +/-

Del1060C +/- +/- +/- +/- /- | +/-

+ /- : heterozigoto
+ /+ : homozigoto

Tabela 6: Resultados do estudo molecular dos exons seis e sete dos trés doadores do

subgrupo Az com estudo familiar.

Doadores A;. . R R A 2 : 3
Alelos om0 A0 A | O
Del 261G - + ] + - +
C467T (Pro156Leu) + - - - - +
T646A (Phe216lle) - - - - - -
GB81A - - - - - -
C7717T - - - - - -
GB829A (Val277Met) - - - - + -
Del1060C + - + - + -
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4.2 - Polimorfismo do grupo O - indios Parakanis

A determinagBo do grupo sangliineo dos 71 Indios procedentes da tribc Parakana,
através do estude soroidgico e eritrocitario, demonstrou que todos sdo do grupo O. O
estudo molecular, realizado no mesmo grupo, através da digestio do produto do PCR
do exon seis pelas enzimas Kpn | e BstE /I, monstrou que todos s&o homozigotos para
delecéo 261G (figura 10).

O polimorfismo G542A foi estudado em 52 indios através da digestéo do produto de
PCR (iniciadores P2b) com a enzima Nhe /. A mutacéo foi demonstrada em 23 dos 104
alelos examinados (22,11%) sendo 17 indios heterozigotos e 3 homozigotos (figura
11).

As substituicbes T646A e C771T também foram estudadas nos 52 indios, através da
digestao do produto do PCR do exon sete (iniciadores P3) com as enzimas Mbo | e
Dde |. As mutagbes foram identificadas em 68 dos 104 alelos (65,38%), 26 Indios

heterozigotos e 21 homozigotos (figuras 12 e 13).

As mutacGes T646A e C771T foram investigadas em um grupo controle de doadores de
sangue através de PCR da regi&o comprometida (exon sete} e posterior digestio com
as enzimas Mbo [ e Dde | respectivamente. Foram estudados 50 doadores do grupo
sanguineo O e os resultados demonsiraram 19 heterozigotos e 6 homozigotos.

Portanto, 31% dos alelos O apresentaram as referidas mutacées o que caracteriza

provaveis O,
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PCR| |

8 15
261 Del G| Shb 6.ph

Figura 10 : Produtos de PCR digeridos pela enzima Kpn | para identificacdo da delecdo 261G
M- Ladder — 100pb (Gibco BRL Products)

C1 (controle) e amostras 1, 2 e 3 apresentaram digestdo total do fragmento indicando
nomozigose para a delecdo (fragmentos: 156 e 63pb).

C2 - Amostra controle do grupo sangliineo AB — auséncia da del 261G (fragmento: 220pb)
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Figura 11: PCR e digestdo com enzima Nhe | para identificagdo da mutacéo G542A.

M — marcador ¢174RF DNA/Hae |l fragmentos (Gibco BRL Products)
Amostra 1 - Controle com auséncia da mutacdo G542A (fragmento 261pb)
Amostras 2 e 4 — heterozigotas (fragmentos: 261, 170 e 91 pb)

Amostras 3 e 5 — homozigotas (fragmentos:170pb e 91pb)
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Figura 12: PCR e digestdo com enzima Mbo / para identificacdo da mutacédo T646A
M — marcador $174RF DNA/Hae lil fragmentos (Gibco BRL Products)

Amostras 1; 3 e 4 - Auséncia da mutacdo T646A (fragmentos: 213, 96 e 11pb)
Amostra 2 — Homozigota (fragmentos: 213, 72 e 11pb)

Amostras 5 e 6 — heterozigotas (Fragmentos: 213, 96, 72 e 11pb)
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Figura 13: PCR e digestdo com enzima Dde [ para identificagdo do polimorfismo C771T
M — marcador $174RF DNA/Hae Ill fragmentos (Gibco BRL Products)

Amostra 1 — Auséncia da mutacéo (fragmento: 280 e 40pb)

Amostras 2; 3 e 4 — Heterozigotas (fragmentos: 280, 169, 111 e 40pb)

Amostra 5 - Homozigota (fragmentos: 169; 111 e 40pb)
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5 - Discussao




5.1 - Polimorfismo do grupo sangiiineo A;

A literatura mostra alguns estudos de polimorfismos da enzima glicosiltransferase
analisando apenas pegueno nuumerc de casos, principalmente com relacio a
subgrupos pouco freqlientes. Aparentemente nunca foi realizada uma investigacdo
completa dos exons seis e sete, regiéo responsavel por 90% da atividade enziméatica,
de 10 individuos do subgrupo A; (Yamamoto et al.,, 1992; Bennett et al, 1995). Os
doadores foram exaustivamente estudados do ponto de vista soroldgico, com soros de
quatro diferentes procedéncias, em trés técnicas distintas realizadas por dois
profissionais da area que desconheciam o doador. Além disso em trés casos foi

possivel 0 estudo familiar, que permitiu a caracterizacéo da heranca.

Yamamoto et al (1993a) constataram em dois individuos AsB a substituicio G871A
embora, em outros dois do subgrupo As nenhuma mutacdo tenha sido identificada nos
ultimos dois exons do gene ABQ. Olsson & Chester estudaram sete doadores A; e
também n&o encontraram mutagdes nos referidos exons.

Em nossa casuistica a substituicdo G871A nZo foi identificada (Barjas-Castro & Saad,
1997) e um doador apresentou a seqiéncia dos exons seis e sete idéntica ao A', com
excecéo da delegao 261G no alelo O. Na familia 1, a mée do doador As - IT 1 (figura -
9), sorologicamente classificada como AsB, também nZo apresentou a referida

mutacéo.

Discussdo 49



A triagem molecular foi realizada inicialmente por SSCP, que se caracteriza pela
analise da estrutura secundaria de uma fita simples de DNA quando submetido a
eletroforese em gel n&o desnaturante (Orita et al., 1989). O método & bastante simples
mas nao apresenta a sensibilidade esperada de um teste de rastreamento de
alteragbes moleculares (Cotton, 1993). A efetividade da triagem do SSCP pode variar
de 85 a 95% dependendo do tamanho do fragmento de DNA, sendo maior a
sensibilidade para fragmentos menores que 400pb (Hayashi, 1991). Sarkar et al.
(1992) constaram que o método pode apresentar 1% de resultados falso positivos,
dados obtidos durante a triagem de mutagdes do gene do fator IX.

Neste estudo, o rastreamento de alteragtes moleculares pelo SSCP néo foi compativel
com os resuitados obtidos pelos seqlienciamentos diretos. No exon seis, o SSCP
mostrou bandas andmalas em trés amostras sendo que os resultados dos
seqlenciamentos ndo demonstraram mutacdes no alelo A. Provavelmenie a mutagéo
esteja presente no alelo O que néo foi sequenciado.

Ogasawara et al.(1996a, b) estudaram os exons seis e sete do gene ABO por SSCP
manual, através de géis contendo 12,5 e 15% de poliacrilamida e eletroforeses
realizadas a 12 e 30°C. Os resultados mostraram, em alguns casos, padrdes tipicos de
corrida para os grupos sanglineos A% A A® entre outros Entretanto ndo ha na
iiteratura relatos de triagem moiecular pelo SSCP de amostras do subgrupo As.

As dez amostras As estudadas em nosso trabalhc foram submetidas ao SSCP
automatizado, com géis de poliacrilamida a 12,5 ¢ 20% e eletroforeses realizadas a 4 e

16°C ; nestas condigbes o metodo demonstrou baixa sensibilidade.
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As reacfes de seqienciamento direto permitiram a identificag&o de varias mutacdes no
exon sete dos doadores estudados, sendo que todas foram previamente descritas na
literatura em outros grupos sanguineos tais como O, A; e Ax , mas nao em individuos
As (Yamamoto et al., 1992; Ogasawara et al, 1996a; Olsson & Chester, 1996a; 1996b).
A delecdo 1060C identificada em individuos A® & responsavel por diminuicdo na
atividade enzimética da glicosil transferase (Yamamoto et al., 1992). Esta delegao foi
encontrada em nove doadores Az ndo relacionados e também em trés familiares do
grupc sangiineo O . A presenga da del 1060C em individuos do grupo O foi descrita
previamente por Gassner et al. (1996), mas & considerada uma associagdo pouco
freqiente.

Dois individuos As relacionados apresentaram a delecéo 1060C e a mutacao G829A,
que sao alteragbes moleculares n&o descritas, juntas anteriormente (Barjas et al,
1998).

A associacéo da G829A com a substituicdo T646A, identificada em individuos A*e OV,
foi encontrada em homozigose em um doador nao relacionado (Yamamoto et al.,
1993¢c, Ogasawara et al., 1996a). O significado desta associacdo, até entdo nio
descrita no alelo A, permanece ainda desconhecido.

Na terceira familia foi identificado um individuo O com a delecédo 261G e a substituicio
C467T (Olsson et al., 1997). Estas alteragbes moleculares juntas néo séo freqlientes
e a literatura n&o classifica como O™

Com o estudo familiar pudemos concluir que a dele¢do 1060C assim como as

mutacdes C467T, T646A e GB829A sdo muito freqlentes no alelo As.
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Recentemente, Suzuki et al. (1997) e Olsson & Chester (1998) descreveram casos em
que a recombinagdo génica foi parciaimente responsavel pela génese das diversidades
encontradas no gene ABQ, inclusive no caso do subgrupo A,. Em nosso estudo, alguns
doadores As; estudados mostraram mutagbes iniciaimenie descritas no alelo O.
Provavelmente estas alteragGes moleculares sejam consequéncia de recombinacoes e
que guando presentes no alelo A® possam alterar estruturalmente a molécula definindo

o referido fendtipo.

O estudo famitiar também permitiu analisar algumas discrepancias entre fendtipos e
gendtipos como, padrdes de reacdes idénticos com diferentes alteragbes moleculares
nos uitimos dois exons do gene ABO. Na primeira familia o doador A; tinha nos exons
seis e sete apenas as alteragbes moleculares descritas em individuos AZ (C467T e
del1060C). Na segunda familia, ¢ pai com grupo sanglineo A; apresentou o mesmo
gendtipoe encontrado em dois filhos com fendtipo A; . Hansen et al (1998) descreveu
diferentes genétipos causando indistingUiveis padrdes de express&o do antigeno A em

hemécias Ay, através de “ scanning immunogold” por microscopia eletronica.

Nossos resultados permitiram concluir que o subgrupo As; € heterogéneo em nivel
molecular como demonstrado nos estudos de atividade enzimatica da
glicosiltransferase e de distribuicdo do antigeno A na membrana eritrocitaria (Heir et

al, 1988, Heir et al 1994, Nakamura et al 1988).

b}
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Para melhor compreensao das bases moleculares dos subgrupos de A sera necessario
o estudo molecular dos sete exons do gene ABO e a definicdo da estrutura

tridimensional da glicosil transferase.
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5. 2 - Polimorfismos do grupo sangiiineo O nos indios Parakanas

- Os Amerindias da tribo Parakana apresentaram a delecdo 261G no gene ABO em
100% dos alelos estudados. Este resultado & compativel com estudos semelhantes
realizados em outras tribos da floresta Amazdnica como Kayapo, Yanomama e Arara

(Franco et al,1994).

- O polimorfismo G542A foi encontrado em 22,11% dos alelos O dos indios Parakanas.
Nos grupos Kayapo, Yanomama e Arara esta alteracdo molecular foi demonstrada em
43% dos alelos O e em 47,9% dos O"™(Olsson et al., 1998). Olsson et al. sugeriram que
esta substituicdo fosse um marcador poliméfico para o gene ABO que é considerado
homogéneo na populacdo Amerindia. Porém, nossos resultados mostraram uma

frequéncia 50% menor, ¢ gue nao nos permite tal consideracido neste grupo Indigena.

- As mutacdes TB4BA e C771T foram identificadas em 65% dos alelos O dos indios
Parakanas. A existéncia das duas mutacGes, associadas a delecdo 261@G, sugere o
aleio O" que é descrito em aproximadamente 30% da populagéo brasileira e em 91%
dos alelos O dos indios Araras, Kayapos e Yanomamas (QOlsson et al., 1998). A
freqiiéncia do referido gene, neste grupo Indigena é significativamente maior que a

identificada nos Parakanas (p= 0,000045).

- Nossos resuitados s@o compativeis com relatos de outros autores que demostraram

diferencas genéticas entre os Parakanas e outras tribos, com relacdo a enzimas
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eritrocitarias, alguns grupos sanglineos, antigenos leucocitarios e plaquetdrios
humanos. (Black et al., 1980, Covas et al 1997; Castro et al, 1999).

Provavelmente, estas diferencas genéticas dos indios Parakanas sejam conseqiiéncias
de habitos proprios relacionados ac acasalamento e ao comportamento mais amistoso,

associados aos efeitos Gargalo e Fundador descritos em populagGes Indigenas.

il
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6 - Conclusoes



6.1 - Polimorfismos do subgrupo A;

Os dez doadores A; estudados n&o apresentaram a mutacdo G871A descrita por

Yamamoto et al (1993).

A triagem de mutacdes do exon sete do gene ABQO de doadores A; realizada
através do SSCP automatizado com géis pré moldados & 12,5 e 20%, demostrou

baixa sensibilidade nas condi¢des estudadas.

Os resultades dos seqienciamentos diretos permitiram a identificacdo de varias
mutacdes no exon sete, sendo todas previamente descritas na literatura em outros

grupos sanguineos como O, Az e A,

O estudo familiar permitiu concluir que a delegdo 1060C e as mutagdes C467T,

T646A e G829A sdo muito freqiientes em individuos A

Provavelmente o subgrupo As seja resultante da associag@o de mutagdes descritas
nos grupos A% A* e O como consequéncia de fendmenos de recombinagdo
génica. Estas alteragbes moleculares conjuntamente no alelo A poderiam ailterar

estruturalmente a molécula definindo o referido subgrupo.

Os resultados permitiram concluir que o subgrupo A; é heterogéneo em nivel

maolecular.
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6. 2 - Polimorfismos do grupo sangiiineo O nos Indios Parakana

- Os Amerindias da tribo Parakana apresentaram a delegdo 261G no gene ABO em

100% dos alelos estudados o que caracteriza o grupo sangiineo O'.

- As mutacbes TB46A e C771T , descritas no 01" , foram enconiradas em
aproximadamentie 65% dos alelos O analisados e o polimorfismo G542A foi

identificado em 22%.

- Provavelmente os efeitos Gargalo e Fundador descritos em populacdes Indigenas,
associados a habitos caracteristicos dos indios Parakands como a poligamia € o
comportamento menos belicoso, sejam os responsaveis pelas diferengas genéticas

identificadas neste grupo.
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Summary



The ABQ blood group is the most clinically important human alloantigen system in
transfusion medicine and inciudes many variant phenotypes. Phenotypic heterogeneity
is due structural differences of the glycosyliransferase gene on chromosome nine,
which controls the synthesis of transferase capable of transferring one immunodominant
sugar residue fo the substrate H.

We have studied the last two coding exons of ABO gene, which occupy 891% of the
soluble form of A, transferase, from ten unrelated As donors and 71 Parakand
Amerindians. The As; subgroup was defined according to immunohematological
evaluation. Exons six and seven of the ABO gene were amplified and submitted to
single strand conformation polymorphism and direct sequencing. The Amerindians were
studied by PCR-RFLP for determination the 261G deletion, ’the T646A and C771T
mutations described in 0™™™™ and the G542A substitution.

All A; donors have showed heterozygosity for the 261G deletion {(AsO) and have not
presented the G871A mutation, previously described in this biood subgroup. The exon
seven were heterogeneous at the molecular level and with family studies were possible
to conclude that the 1060C deietion and the C467T, T648A and G829A mutations were
frequently in this subgroup

All Amerindians studied were O' as described in other indians group. Otherwise, the
Parakand presented lower frequencies of the G542A (22%), T646A and C771T
mutation (65%) than other tribes. We concluded that the G542A and probably the o"
allele are not distributed homogeneously among all Amazonian Amerindians. The

distinct result found in Parakana Indians suggests a consequence of random genetic

drift.

Summary &0
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