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INTRODUCAO



As alteracdes hereditarias das hemoglobinas humanas, ou hemoglobinopatias,
ocupam, por razdes vdérias, posi¢do Gnica na Genética Médica. Representam um dos grupos
de doencgas genéticas mais comuns na espécie humana, além de estarem associadas a
substancial morbidade. Dados da Organizagdo Mundial da Satde estimam que
aproximadamente 5% da populagdo mundial é constituida por portadores de genes para
alteragdes das hemoglobinas com componente clinico importante, e que cerca de 1/3 de
milhdo de nascimentos anuais sdo homozigotos ou heterozigotos (WHO, 1982; Weatherall
et al., 1989).

As alteragoes moleculares da hemoglobina talvez sejam as mais conhecidas
dentre as doencas genéticas, como conseqiiéncia direta da hemoglobina ser uma das
primeiras proteinas a ter sua estrutura deduzida (Perutz, 1987), e os genes da globina

humana serem os primeiros, relacionados a doengas, a serem clonados.

Todo o conhecimento derivado destes estudos iniciais revelou-se de fundamental
importdncia no desenvolvimento ndo s6 da Genética Médica, como também na
compreensdo de mecanismos subjacentes a expressdo génica normal. A titulo de exemplo,
importa citar que uma das primeiras aplicagdes clinicas da Biologia Molecular foi o uso, por
Kan e Dozy (1978), do polimorfismo de tamanho de fragmentos de restrigio (RFLP) no
diagnéstico pré-natal da anemia falciforme. Além disso, a investiga¢do das anormalidades
das globinas propiciam dados para compreensdo do processo evolutivo, tanto ao nivel
molecular, quanto populacional, e constitui um modelo de estudo da expressao génica

durante o desenvolvimento.



A molécula de hemoglobina

Em 1865, muito tempo antes de qualquer proteina ter sido isolada como uma
substancia pura, Kuhne propds que os componentes que se ligam ao oxigénio nos mdsculos
e no sangue - hoje conhecidos como mioglobina e hemoglobina - eram muito relacionados,
sendo idénticos. Um século mais tarde, Max Perutz determinou a estrutura da hemoglobina

através de cristalografia de raios-X (Stamatoyannopoulos, 1987).

Cada subunidade da hemoglobina é virtualmente idéntica 2 mioglobina. A
similaridade estrutural entre estas duas moléculas constitui forte evidéncia de que a
mioglobina e a hemoglobina, atualmente conhecidas, se desenvolveram de uma proteina
ancestral comum. As estruturas primdrias da mioglobina e hemoglobina, isoladas de vérias
espécies, foram determinadas. As seqiiéncias de cadeias « de 60 espécies sao idénticas em
23 de suas 141 posigoes, e as seqiiéncias de cadeias g sao idénticas em 20 de suas 146 posicoes
(Rawn, 1989).

Originalmente havia somente um gene codificando a proteina que se liga ao
oxigénio, chamada globina. Possivelmente, o pareamento desigual de cromossomos
homoélogos e recombinagido do material genético originou um cromossomo com dois genes
de globina. O actimulo de mutagdes em cada gene duplicado conduziu a uma evolugao
independente da familia de proteinas derivada da mesma globina ancestral (Bunn & Forget,
1986).

A hemoglobina é a proteina transportadora de oxigénio, presente nos eritrocitos
de vertebrados, mas também encontrada em alguns invertebrados e em nédulos de raizes
leguminosas. A molécula é tetramérica e constituida por duas cadeias de globina a e duas
cadeias de globina 8, mantidas como estrutura estdvel através da agdo de pontes de
hidrogénio. Na hemoglobina normal de adulto (hemoglobina A, ou Hb A) estas cadeias se
acoplam para formar um tetrdmero globular, com peso molecular de aproximadamente
64500 daltons (Figura 1). Cada cadeia contém uma molécula heme, produto de uma
complexa via enzimética que origina um composto orgénico tetraciclico. Juntamente com
o ferro, a molécula do heme liga o oxigénio molecular, conferindo a hemoglobina a

capacidade de transportar oxigénio (Dickerson, 1983).



Figura 1. Representagio de uma molécula tetramérica a282 da hemoglobina normal de adulto. a. cadeia «; b.
cadciaB; h. grupo heme (Substituigoes nas interfaces das subunidades podem alterar a afinidade pelo

oxigénio ou a estabilidade da molécula) (Rawn, 1989).



A estrutura tercidria do polipeptideo da globina é conservada a despeito da
divergéncia de seqiiéncia de aminoacidos observada entre as diferentes espécies. Somente
2 residuos de aminodcidos foram conservados quando comparadas todas as globinas
conhecidas. Cerca de 35 outros sitios internos sdo quase invariavelmente ocupados por
residuos ndo-polares, formando uma regido hidrofébica no interior da molécula. Em
contraste, residuos polares tendem a se arranjar na superficie da molécula, em contato com
a dgua. Substitui¢des de aminodcidos que mudam a polaridade destes residuos sao, em geral,
deletérias e portanto, aparentemente ndo sdo conservadas pelo mecanismo da evolugdo
(Bunn & Forget, 1986).

Eritrécitos humanos adultos contém 96 a 98% de Hb A (a282), até 3% de HbA2
(«252) e 1% ou menos de HbF («2y2). A produgio eficiente das globinas « e 8 resulta em
aproximadamente 30 pg de hemoglobina por eritrécito. A globina é é muito similar a globina
B em estrutura, e parece ter propriedades funcionais idénticas. O baixo nivel de globina 8,
comparado com globina g, reflete vérias caracterfsticas da estrutura e expressdo do gene
responsavel pela produgio desta cadeia. Seu promotor € defeituoso e sua transcri¢do ocorre

em taxa menor que no gene g (Maniatis et al., 1980).

As hemoglobinas embriondrias Gower 1, Gower 2 e Portland sdo constituidas
por tetrameros compostos por §2e2, a2¢e2 € §2y2, respectivamente. Eritrécitos embriondrios,
nos quais estas hemoglobinas predominam, tém afinidade por oxigénio similar aquela de
células do cordao umbilical e uma curva de dissociagdo de oxigénio sigméide, indicativa de

cooperatividade entre as subunidades (Stamatoyannopoulos, 1987).

A descoberta por Korber, em 1866, que hemolisados de eritrécitos de
recém-nascidos eram resistentes a desnaturagdo alcalina sugeriu a existéncia de uma
hemoglobina estruturalmente distinta. Estudos subseqiientes permitiram o isolamento e
caracterizagdo da hemoglobina fetal humana (HbF). O baixo nivel de HbF encontrado em
eritrdcitos normais de adultos ap6s o perfodo perinatal reflete a regulagio coordenada dos
genes y e B (Schroeder, 1980; Huisman, 1981).



Os genes das globinas

A partir do estudo de hemoglobinas normais e anormais e seus padroes de
heranga foi possivel delinear-se um quadro geral do nimero e arranjo dos genes humanos
da globina normal. Estes dados foram obtidos anteriormente ao conhecimento preciso da
organizagdo do gene da globina derivado dos procedimentos de mapeamento génico e
clonagem. O modelo assim estruturado requeria a existéncia de pelo menos um gene
diferente para cada uma das cadeias de globina: «, 8,7, d, ¢ € §. Do estudo das variantes e
andlise da heterogeneidade bioquimica das cadeias y na hemoglobina fetal demonstrou-se

que os genes « € y eram duplicados (Mckusick, 1990).

O estudo do padrio de heranca em individuos com variantes de cadeias a e 8
sugeria que os genesa e 8 deveriam estar em diferentes cromossomos ou, pelo menos, muito
separados em um mesmo cromossomo (Bunn & Forget, 1986). A andlise de células
somdticas hibridas de Rodentia e humanos, contendo somente um, ou poucos Cromossomos
humanos permitiu a Deisseroth e colaboradores estabelecerem claramente que os genes
humanos da globina « e g residiam em diferentes cromossomos: 0s genes e No Cromossomo
16, e os genes B no cromossomo 11 (Deisseroth et al., 1976, 1977, 1978). Estes resultados
foram obtidos com ensaios de hibridizagdo ligiiida de DNA (4cido desoxirribonucleico)
celular total de vdrias células somaticas hibridas, hibridizadas com c¢cDNA radioativo
sintetizado a partir de RNAm (4cido ribonucleico mensageiro) de globina« € 8, pela enzima
transcriptase reversa (AMV) (Gusella et al., 1979; Jeffreys et al., 1979; Lebo et al., 1979).
Esses dados foram mais tarde confirmados e ampliados por varios grupos de investigadores
com o emprego de mapeamento génico, pelo método de Southern, com DNA de vérias
linhagens celulares hibridas contendo diferentes translocagées ou deficiéncias dos
cromossomos envolvidos. Estes estudos conduziram  localizag¢do regional dos "loci" génicos
da globina em seus respectivos cromossomos; o grupo do gene g no tergo distal do brago
curto do cromossomo 11, e o grupo génico da globina ¢ no brago curto do cromossomo 16.
Os dados foram confirmados por hibridizagdo in situ com sondas radioativas do gene
clonado da globina em cromossomos metafasicos (Saunders-Haigh, 1980; Morton et al.,
1984). A aplicacdo da tecnologia do DNA recombinante no estudo desses genes facultou
um conhecimento muito preciso da organizagdo cromossomal do genes das globinas

humanas, como demonstrado na Figura 2.



Kb 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
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Figura 2. Organizagdo dos genes da globina humana ¢ hemoglobinas produzidas em cada estdgio do

desenvolvimento humano (Stamatoyannopoulous, 1987).
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Um achado inesperado foi a presenga de estruturas adicionais com grande
homologia estrutural aos genes auténticos, mas que nio codificavam proteinas, e que foram
genericamente denominadas de pseudogenes. Outra observagdo interessante foi a
disposi¢dao dos genes no cromossomo segundo a mesma ordem em que sao ativados no
decorrer do desenvolvimento ontogenético normal. O significado desta organizagdo em
relagio ao controle da expressdo génica ainda nio est4 completamente esclarecido (Lawn
et al., 1978; Fritsch et al., 1980; Lauer et al., 1980).

A principal hemoglobina sintetizada no perfodo embriondério é representada por
um tetrAmero de duas cadeias ¢ e duas cadeias ¢, denominada hemoglobina Gowerl.
Rapidamente, entretanto, a produgdo destas duas cadeias de globina diminui e o gene da
globina a € ativado com consequente produgio de cadeias a. Existem, na verdade, dois
genesa,a 2ea 1, que apresentam grande homologia e produzem a mesma proteina. Desde

este periodo os genes « se mantém ativos pelo restante da vida do individuo (Baralle et al.,
1980).

O grupo de genes relacionados a globinag, contém uma série adicional que inclui

os genes y e 8. Os primeiros consistem de um par de genes, Gy e Ay, que diferem na

codificagdo de somente um aminoécido, Glicina para Gy e Alanina para Ay , Na posi¢ao
136. Os genes v, inativos durante o periodo embriondrio, sdo ativados durante a vida fetal
e representam o principal produto deste grupo génico nesse periodo. Pouco antes e ap6s o
nascimento, tem infcio um processo extremamente sincronizado de substituicdo da
produgdo dos genes y para a producdo do gene 8, de tal forma que, durante todo o tempo,
a somatéria da producdo dos dois genes permanece aproximadamente constante

(Efstratiadis et al., 1980; Lawn et al., 1980; Spritz et al., 1980; Shen et al., 1981).

O aparecimento dos genesy durante o programa de desenvolvimento fetal parece
ser um evento evoluciondrio relativamente recente, pois foi detectado somente em
primatas. Esta hemoglobina adicional aparentemente apresenta vantagens em relagdo a
hemoglobina A devido ao longo perfodo de gestagdo destas espécies, que requer uma
liberagdo adequada de oxigénio para o crescimento do feto. A Hb F fetal tem maior

afinidade por oxigénio que a hemoglobina de adultos, e assim é capaz de extrair, com maior



eficiéncia, oxigénio da circulagdo materna através da placenta (Slightom, 1980; Wood et al.,
1985).

Sinteticamente podemos relacionar que, na vida embrionéria as principais
hemoglobinas sdo: Gower I (§2¢2), Gower II («2¢2) e Portland (¢2y2). Durante a vida fetal,
a principal hemoglobina (Hb) é aHb F, que inclui a2%y2ea2®y2. Navida adulta, a principal
hemoglobina é a Hb A, um tetrdmero de duas cadeias « e duas cadeias 8. Existe também
uma outra hemoglobina denominada A2, que é um tetrdmero de duas cadeias a e duas
cadeias 4. O gene 8 possui seqiiéncias andmalas em sua regido promotora, em particular na
regido "CCAAT box", que reduzem a eficiéncia da transcrigdo génica. Em parte por esta
razdo, a quantidade de RNAm do gene 6 e correspondentemente da globina & é

consideravelmente menor que a de RNAm do gene g (Weatherall et al., 1989).

Com relagdo as distdncias intergenes pode ser observado um padrao geral onde
pares, que resultaram de eventos de duplicagdo relativamente recentes, estdo préximos
(dois loci a; ¢ e B; Gy e Ay). Distdncias maiores separam 0s genes que se expressam em
diferentes épocas do desenvolvimento e sao evolutivamente menos relacionados. Assim os
genes o e B estdo separados por aproximadamente 5 a 6 kilobases (Kb), j4 o par 6/8 estd a
cerca de 15 a 18 Kb distante de Gy/Ay. No gene «, em média, 4 Kb separam os dois genes
funcionais a1 e a2, e mais de 20 Kb separam ¢ e « (Bunn & Forget, 1986).

Aregido codificadora dos genes da globina humana, como ocorre na maioria dos
genes de organismos eucari6ticos, € interrompida em duas posigoes, por "introns" (IVS -
"Intervening Sequence"), os quais separam esta regido em trés "exons". Nos genes ndo-a, as
seqiiéncias sao interrompidas entre os "codons" 30 e 31 e entre os "codons" 104 e 105. No
grupo da globina « as sequéncias interrompem-se entre os "codons" 31 e 32 ¢ 99 e 100
(Figura 3) (Tilghman et al., 1978; William et al., 1990).
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Figura 3. Genes das globinas a ¢ § (IVS - "intron"; E - "exon") (William et al., 1990).



Hemoglobinas Humanas Variantes

Atualmente existem mais de 600 hemoglobinas humanas variantes conhecidas
(Wajcman et al., 1991). A Tabela I apresenta uma visao de grande parte dessas variantes,

de estrutura conhecida, de acordo com suas caracteristicas gerais.

Tabela 1. Quadro geral das variantes estruturais de hemoglobina.

. Sem
Cadeia Total Instavel Af;l:‘c)l?lg:l() 2 malé;lflel;t:ggﬁo
a 126 16 6 102
B 232 68 36 122
Y 38 1
é 15
fusao 9

Em 1948, Horlein ¢ Weber reportaram a primeira hemoglobinopatia. Eles
estudaram uma familia com cianose congénita e demonstraram que os membros afetados
da familia tinham hemoglobina com propriedades espectrais anormais (Bunn & Forget,
1986).

No inicio dos anos 50 a anemia falciforme, no trabalho cldssico de Pauling, foi
identificada como secunddria a uma hemoglobina eletroforeticamente anormal.
Posteriormente, foi demonstrado que a Hb S se devia a existéncia de uma tinica substitui¢ao
de aminodcido na cadeia g (86 Glu-Val). Em seguida 2 identificagdo da Hb S, foram
caracterizadas as Hbs C, D, e E (Weatherall & Clegg, 1981). Com a descoberta de grande
namero de novas variantes foi necessdria a adogdo de nomes especificos para cada uma

delas. Termos estranhos € provocativos comegaram a surgir na literatura, alguns exéticos
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(Hb Aida) (Ramot et al., 1972), outros paroquiais (Hb Riverdale-Bronx) (Ranney et al.,
1968), ou ainda patriéticos (Hb Abraham Lincoln) (Honig ez al., 1973).

A maioria das variantes descritas foi detectada por comportamento
eletroforético anormal. O método inicial na investigacdo de hemoglobinas anémalas inclui,
em geral, a eletroforese em acetato de celulose ou gel em pH alcalino (8.3 a 8.8). Entre as
aproximadamente 200 variantes sem manifestagoes clinicas, 95% apresentam substitui¢iao
de um aminodcido que acarreta mudanca de carga elétrica na proteina. Por outro lado, uma
significante proporcdo (45%) de variantes com manifestagdes clinicas graves, apresentam
substitui¢des que ndo alteram a carga elétrica protéica (Moo-Penn et al., 1980). Outras
técnicas complementares e de uso obrigatério incluem eletroforese em agar citrato pH 6,0
a 6,5 e solubilidade em tampao fosfato concentrado (Schneider & Barwick, 1982; Winter &
Yodh, 1983). Pode-se ainda realizar eletroforese em acetato de celulose (pH 8,6) e agar
citrato (pH 6,0 a 6,5), juntamente com eletroforese de cadeias de globina em uréia 6M ou
eletroforese de alta resolugdo, como a focalizacdo isoelétrica (Basset et al., 1978; Galacteros
et al., 1980) e cromatografia liqiiida de alta pressao (HPLC) (Strahler et al., 1983), as quais
tém também provado serem fteis no isolamento de variantes que escapam a detecg¢do por
outros métodos. Estes métodos em conjunto sdo capazes de identificar, sem dividas, as
variantes mais comuns, como Hb S e Hb C. No entanto, para caracterizagdo de
hemoglobinas andmalas menos freqiientes € essencial a digestdo da cadeia de globinas,
separagdo dos fragmentos por HPLC ou eletroforese/cromatografia ("fingerprinting")

seguido de anélise de aminodécidos.

Publicagdes atuais a respeito de hemoglobinas anormais incluem medidas de
estabilidade e oxigenag¢do, mesmo quando nenhuma anormalidade clinica ou hematoldgica
se encontra associada, fornecendo assim dados globais dessas variantes, incluindo um
espectro que abrange desde aquelas com propriedades proximas do normal até aquelas que

produzem manifestagdo clinicas como hemélise ou eritrocitose.
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Bases Genéticas das Variantes de Hemoglobina

As variantes de hemoglobinas sdo caracterizadas pela anormalidade estrutural
de uma subunidade particular da globina. Apresentém heranga codominante, de acordo
com a genética mendeliana cldssica. Se os pais sdo heterozigotos para a variante Hb S (AS),
existe 50% de chance da crianga ser AS, 25% AA e 25% SS. Se um pai é heterozigoto para
Hb S (AS) e 0 outro heterozigoto para Hb C (AC), h425% de chance que a crianga apresente
o estado de heterozigose dupla (SC), seus eritrécitos irdo conter 50% de Hb S e 50% de Hb
C e nenhuma Hb A. O gene para Hb S resulta em manifestagdo clinica somente se herdado
em estado homozigoto (SS) ou em heterozigose dupla (SC, SD Los Angeles, SO Arab, ou
talassemia ﬂs). Em alguns casos de hemoglobinas anormais sua funcdo estd
significativamente alterada e o estado homozigoto é incompativel com a vida (Bunn &
Forget, 1986).

Pelo fato das cadeias da globina g serem codificadas por dois genes, as
hemoglobinas anormais derivadas de mutagbes dessa cadeia de globina, e funcionalmente
anormais, constituem metade do total de hemoglobina nas hemaécias. Desse modo, essas
variantes contribuem significativamente para o funcionamento destas hemécias. Em
contraste, as cadeias a sdo codificadas por 4 genes. Portanto, variantes de cadeia a
geralmente constituem somente 25% do total de hemoglobina, ndo causando alteracao
significante na fungdo celular. Esta consideragdo explica porque 50% das variantes de
cadeia g sdo associadas a manifestagoes clinicas, ao passo que apenas 20% de variantes de
cadeia a foram identificadas até hoje (Weatherall & Clegg, 1981).

Um total de 2583 substitui¢des de uma Gnica base nitrogenada do DNA sao
teoricamente possiveis envolvendo os 141 residuos da cadeia a e 146 residuos de cadeia §.
Destas, 1690 poderiam resultar em alteragdo do aminoécido, mas somente 1/3 ou 575

poderiam causar mudanga na carga elétrica detectdvel por eletroforese de rotina (Sick et
al., 1967).

A maioria das alteragoes da seqiiéncia dos nucleotideos em "exons" e que néo
resultam em variabilidade na seqiiéncia de amino4cidos apresentam alteragdo na terceira

posi¢do de um determinado "codon”. Por outro lado, substitui¢des de bases na primeira ou
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segunda posi¢do do "codon" podem resultar em cadeia globinica anémala (Bunn & Forget,
1986).

Se um individuo é heterozigoto para uma variante da cadeia 8 com alteragéo em
carga elétrica, a eletroforese ird geralmente revelar dois componentes principais, Hb A (a2
BA2) e Hb X (a2 8X2). Contudo, esta andlise d4 impressdo erronea da distribuigéo de
hemoglobina nas hem4cias. Na verdade, a hemoglobina predominante dentro da célula &
um tetrdmero hibrido a2 A X. Quando analisados por eletroforese ou cromatografia,
estas hemoglobinas hibridas nio sdo detectadas, porque elas se dissociam em dimeros de

carga diferente que se separam durante a anélise (Bunn & Forget, 1986).

Algumas Hemoglobinas Variantes

Hb S: A Hb S foi a primeira hemoglobina anormal a ser detectada, € representa
a mais importante e freqiiente das variantes estruturais da Hb A. E devida a uma mudanga
em um dos 146 amino4cidos na gene da globina g: uma substitui¢do de Acido Glutamico
por Valina no 62 "codon". Esta mutagio de ponto, que pode ser abreviada como 6 (A3)
Glu-Val, resulta da mudanga de um tdnico nucleotideo (A-T) (Serjeant, 1992). Em
homozigoze esta mutagio causa a anemia falciforme, uma séria anomalia, relativamente
comum em algumas partes do mundo. Prevalece na raca negra e tem uma distribuigao
geografica determinada, ocorrendo mais freqiientemente na Africa equatorial e menos
comumente na 4rea do Mediterrineo, principalmente Grécia, Itdlia e Israel, assim como
na [ndia, Ar4bia Saudita e em pafses que receberam imigrantes destas regioes. Cerca de 8%
dos negros norte-americanos sdo portadores do gene para Hb S, e prevaléncia semelhante
foi estimada em nosso pais (WHO, 1966). A anormalidade da Hb S foi identificada em 1949,

por Pauling e colaboradores.

A relativa insolubilidade da desoxihemoglobina S € a base fisica do fendmeno
de falcizagio, do qual decorrem as miltiplas manifestagdes organicas da anemia falciforme.
Sob baixa tensao de oxigénio as moléculas de Hb S, em concentragdo elevada, tornam-se
relativamente insolaveis e se agregam em longos polimeros ou fibras que alteram a forma

do eritrécito. Nesses polimeros os tetrdmeros se dispdem ao redor de um eixo vertical
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originando, em cortes transversais, anéis de moléculas de hemoglobina empilhados uns
sobre os outros. A formagéo destes polimeros deforma o eritrécito originando as classicas

formas de hemdcias falciformes (Dean & Schechter, 1978).

Por outro lado, em conseqiiéncia de sua peculiar alteragdo estrutural, a HbS
produz, além da anemia hemolitica, 0 comprometimento de numerosos tecidos e 6rgdos.
O quadro clinico se caracteriza por episédios agudos, habitualmente agrupados em
vaso-oclusivos, hemoliticos, aplasticos e sindrome de seqiiestracdo, no seu conjunto
denominados crises de falcizagdo. As crises vaso-oclusivas, tanto por sua freqiiéncia
incomparavelmente maior, como pelas repercussdes orgdnicas globais que acarretam,
figuram como manifestagdo clinica fundamental nos pacientes eritrofalcémicos (Finch,
1972; Konotey-Ahulu, 1974). Fatores desencadeadores como infecg¢oes, desidratagdo, febre
ou outros muitas vezes ndo detectados, sdo capazes de provocar uma redugdo abrupta na
plasticidade dos eritrécitos que bloqueiam a circulagdo a nivel capilar. O impedimento do
fluxo, permitindo remogédo do oxigénio dos eritrécitos discéides estagnados, que também
falcizam, desencadeia fend6menos embolicos e tromboses, que representam o substrato
morfolégico das crises vaso-oclusivas (Konotey-Ahulu, 1974; Milner, 1974; Dean &
Schechter, 1978; Bunn & Forget, 1986).

Hb C: A hemoglobina C (a28 6 (A3) Glu - Lys) foi a segunda variante a ser
identificada eletroforeticamente (Itano, 1950) e estruturalmente (Hunt & Ingram, 1960).
E comum em individuos de ascendéncia Africana. Sdo conhecidos 4 diferentes genotipos
paara esta variante: heterozigotos AC que apresentam um percentual de hemoglobina
anOmala que varia de 25% a 40% da hemoglobina total; homozigotos CC; duplo
heterozigotos Hb C/g-talassemia e duplo heterozigotos SC. Devido ao fato de ser
relativamente benigna, a prevaléncia da doenga SC ¢ muito préxima da sua incidéncia ao
nascimento. Individuos SC tém geralmente anemia hemolitica moderada, apresentam
crescimento e¢ desenvolvimento normais e somente uma modesta diminuig¢do da
longevidade. Cerca de 65% dos pacientes apresentam esplenomegalia moderada, que
normalmente ndo contribui para o grau de anemia (Bunn et al., 1982). O diagnéstico da

doenga SC € estabelecido por eletroforese de hemoglobina, que revela aproximadamente
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50% de Hb S e o restante demonstra mobilidade diminuida, caracteristica da Hb C. A Hb
F raramente excede 2% do total de hemoglobina (Weatherall et al., 1989).

Hb D-Punjab: A Hb D (a28 121 (GH4) Glu-Gln) (também conhecida como Hb
D-Punjab, Hb D-Los Angeles, Hb North Carolina, Hb Chicago, Hb D-Portugal ou Hb Oak
Ridge) é uma hemoglobina variante encontrada no Paquistio e noroeste da India,
particularmente na regido de Punjab (Brittenham, 1987). Dentre os Sikhs, da regido de
Punjab, 2 a 3% sao heterozigotos para Hb D-Los Angeles, que ocasionalmente também tem
sido observada em outros grupos étnicos (Zago & Costa, 1988). Estes individuos tém valores
de hemoglobinas normais, sem evidéncia de hemdlise, eritrécitos normais e fragilidade
osmética diminuida. Esta hemoglobina tem estabilidade normal e afinidade pelo oxigénio

ligeiramente aumentada (Zeng et al., 1989).

A Hb D-Punjab nio é comum no Brasil, mas foi descrita tanto em heterozigose,
quanto em associagido com Hb S e talassemia 8. Os heterozigotos simples e homozigotos
sdo assintomaticos, j& as associagoes sdo caracterizadas por moderada anemia hemolitica
(Zago & Costa, 1985, 1988). A associagdo Hb S/Hb D-Punjab é clinica e hematologicamente
indistinguivel da homozigose para Hb S. A Hb D migra como a Hb S sob condigbes de
eletroforese em acetato de celulose, mas a suspeita da sua presenga pode ser feita pela
mobilidade eletroforética em gel de agar e na sua elevada solubilidade em tampdo fosfato.
Entretanto, a identificacio definitiva desta variante somente pode ser feita por andlise

estrutural da proteina ou por andlise do DNA (Bunn & Forget, 1986).

'Hb Lepore: A hemoglobina Lepore foi descrita pela primeira vez em 1958, por
Gerald e Diamond, em individuos de origem italiana, como uma hemoglobina de
mobilidade reduzida em relagdo a Hb A. A andlise estrutural dessa hemoglobina revelou
uma cadeia hibrida que consistia da metade N-terminal de uma cadeia é fundida com a
metade C-terminal de cadeia 8, produto de um gene hibrido é8. O nome Hb Lepore foi
derivado do nome do primeiro paciente estudado. Essa variante surgiu de um processo de

pareamento desigual durante a meiose, que acontece devido ao fato dos dois genes serem
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altamente homoélogos (diferindo somente em 10 dos seus 146 aminoacidos) e contiguos no
cromossomo 11. Os genes mutantes resultam da fusdo da extremidade 5’ do gene 6 e da
extremidade 3’ do gene 8, produzindo uma deficiéncia de 7,4 kilobases na regido 68 (Flavell
et al., 1978) (Figura 4).

A ritmo de sintese da cadeia 6 da Hb Lepore € intermedidria entre aquela das
cadeias J e B, e parece ser virtualmente confinada 8 medula 6ssea (Gill et al., 1972). O
comportamento de sintese da cadeia hibrida parece ser influenciado pela instabilidade do
RNAm ou pela sua capacidade funcional, devido a caracteristicas estruturais especificas das

extremidades ndo codificadoras 5’ ou 3’ (Bank, 1978).

Posteriormente foram descobertos 3 tipos de Hb Lepore estruturalmente
distintos, que diferem no ponto onde ocorreu a quebra durante o "crossing-over":
Hb-Lepore-Boston (687(Gln) g116(His)) (Baglioni, 1962, 1965; Labie et al., 1966),
Hb-Lepore-Baltimore (350(Ser) p86(Ala)) (Ostertag & Smith, 1969) e
Hb-Lepore-Hollandia (622(Ala) 50(Thr)) (Barnabas & Muller, 1962) (Figura 5).

A hemoglobina Lepore Boston (sinénimos: Hb Lepore Washington, Pylos,
Cyprus, The Bronx, Augusta) é de longe a mais freqiientemente observada em diferentes
populacoes do mundo (Camaschella et al., 1989; Fioretti et al., 1992). A hemoglobina
Lepore Baltimore, mais rara, somente foi observada em uma familia Afro-americana em
Baltimore (Ostertag & Smith, 1969), uma familia na Iugoslavia (Efremov et al., 1976), uma
familia do norte da Sardenha (Masala et al., 1990) e algumas familias na Espanha (Marinucci
et al., 1979; Lanclos et al., 1987; Mavilio et al., 1983; Efremov et al, .1988).
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Figura 4. Representagio esquematica do parcamento cromossomico que origina a Hemoglobina Lepore.
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Figura 5. Representagdo esquemadtica das regioes que compreendem o ponto de quebra, nos genes das cadeias

d ¢ 8, no evento de recombinagdo para os trés diferentes tipos de Hemoglobina Lepore (E = "exon").
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Hemoglobinas Instaveis:

A maioria das variantes de hemoglobinas ndo ¢ associada a manifestagoes clinicas
detectéaveis. Entretanto, é conhecido um grande nimero de variantes que apresentam uma
notével propensdo a desnaturagdo. Como resultado, a hemoglobina anormal tende a se
agregar dentro da hemécia, formando uma massa amorfa, conhecida como corpusculo de

Heinz e, em tltima andlise causando hemélise (Zinkham et al., 1980).

O termo "hemoglobina instdvel" é reservado aquelas variantes cuja instabilidade
é suficiente para causar hemolise clinicamente reconhecivel. Outras variantes, como Hb E
e H, podem apresentar instabilidade in vitro, mas ndo estdo associadas a qualquer evidéncia
de hemélise (Bunn & Forget, 1986). Flutuagao dos dados clinicos e laboratoriais no curso
de um dado caso é uma forte caracteristica de uma Hb instdvel. A maioria das Hb instéveis

ocorre com freqiiéncia baixa nas populagdes (Ohba, 1990).

Hb instaveis sdo transmitidas como caracteres autossomicos dominantes.
Entretanto, casos graves sdo geralmente resultado de mutagdes de novo, e provavelmente,
devido a severidade de hemédlise, sdo incompativeis com vida reprodutiva. Em casos
moderados, a doenga hemolitica congénita pode ndo ser percebida por muitos anos. Os
pacientes procuram cuidados médicos devido a episédios febris, sendo entdo detectada a

hemolise grave (Stamatoyanuopoulos, 1987).

Sao conhecidas mais de 90 diferentes variantes instdveis. Algumas, como a Hb
Koln, foram encontradas repetidamente em familias ndo relacionadas distribuidas por todo
o mundo. A Hb Koéln (a28 98) caracteriza-se pela substitui¢io de uma Valina por uma
Metionina na posigao (FGS) da cadeia da globina g (Carrell et al., 1966). Esta substitui¢do
resulta em alteragio no contato entre as subunidades protéicas. Andlise de aminoacidos
demonstra a presencga de quantidades iguais de cadeias « e . Esta variante tem uma
tendéncia a dissociacdo em dimeros, provavelmente relacionada com perda do grupo heme
das cadeias 8. Medidas de equilibrio de oxigénio apontam que essa hemoglobina possui alta

afinidade por oxigénio.

A hemoglobina Ziirich («28 63 (His - Arg)) foi a primeira variante instével a ser

analisada estruturalmente. Sua descri¢do data de 1960, em uma garota que apresentou
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anemia hemolitica ap6s ingestdo de sulfonamida (Ohba, 1990). Apresenta, no "codon" 63
do gene da globina 8, uma alteragdo de bases que resulta na substitui¢do do residuo
Histidina por Arginina (posi¢do E7). Estudos in vivo e in vitro demonstraram que a Hb
Ziirich é sintetizada em taxa similar 3 Hb A, embora sua concentrag¢do no sangue seja menor
que a metade da Hb A (Rieder et al., 1965). A alteragio estrutural nesta variante conduz a
conseqiiéncias funcionais e clinicas particularmente interessantes (Muller & Kingma, 1961;
Zinkham et al., 1980; Bunn & Forget, 1986). A Arginina, positivamente carregada, provoca
facil acesso de sulfalamida ao ferro do grupo heme. Isto explica a propensao dos individuos
com esta variante a terem epis6dios hemoliticos apés ingestdo de derivados de sulfa.
Fenazopiridina também causa desnaturagao da Hb Ziirich in vitro e hemolise in vivo. Ambos
os efeitos podem ser revertidos através de aumento-dos niveis de carboxihemoglobina. O
monéxido de carbono se liga mais fortemente ao ferro de heme da Hb Ziirich do que da
Hb A, uma vez que a Histidina da Hb A torna a ligagao mais fraca. O CO protege a Hb
Ziirich da desnaturagdo oxidante. Um estranho paradoxo pode ser observado neste caso:
fumantes portadores de Hb Ziirich acumulam altos niveis de carboxihemoglobina e tém,
portanto, menos hemoélise que afetados ndo fumantes (Zinkham et al., 1980; Virshup et al,,
1983).

Durante a desnaturagdo formam-se intermediérios caracterizados por absor¢ao
especifica em espectro visivel. A variante Ziirich, assim como a K6ln, demonstra um rdpido
decréscimo na razao de absorg¢do a 540nm e 280nm durante a incubacdo do hemolisado a
50°C, certamente devido a formagdo de intermedidrios com o grupo heme posicionado de

forma diferente da normal (hemicromos) (Ohba, 1990).

‘Portadores de Hb Ziirich sdo assintomaéticos, apresentam hemat6crito normal,
algumas vezes reticulocitose moderada e hemélise ausente ou minima, a menos que haja
exposi¢do a agentes oxidantes. O reconhecimento clinico depende freqiientemente da
ocorréncia de anemia e ictericia durante infecgoes ou apds administragdo de sulfonamidas.
Alguns dias de tratamento com sulfa podem resultar em crise hemolitica, surgimento de
corpusculos de Heinz e hiperbilirrubinemia. A anemia é revertida rapidamente com a

suspensio da droga (Bunn & Forget, 1986).

-20-



Uma revisdo clinica feita por Zinkham e colaboradores (1980 ¢ 1983) durante
20 anos demonstrou uma variagdo na expressao fenotipica desta condi¢do observada por
diferentes concentragbes de haptoglobina e hemopexina, desnaturacdo térmica mais ou
menos pronunciada e individuos onde ndo se podia observar anemia ap0s exposi¢io a

sulfonamidas.

O diagn6stico de Hb instavel é confirmado pelos testes de instabilidade térmica,
teste de precipitagdo pelo isopropanol e pela presenga de uma hemoglobina com migragéo
eletroforética anormal. Entretanto, s6 45% apresentam substituicdes que envolvem
mudanga de carga, e ainda assim, algumas sao de dificil detecgdo pela eletroforese. Desta
forma, em muitos casos é igualmente dificil a purificagdo de uma Hb instavel por
procedimentos rotineiramente aplicados para hemoglobinas ndo insté4veis. Por esta razio,
muitas vezes é necessdrio tirar vantagens da relativa insolubilidade ou desnaturacio
aumentada, no sentido de se purificar e estudar suas propriedades a partir da recuperagdo

da hemoglobina insolivel (Ohba, 1990).

* A caracterizagdo e interpretagio estereoquimica das hemoglobinas instéveis se
amplia 2 medida que novos casos sao encontrados. O estabelecimento de técnicas de
sequenciamento de DNA gendmico tem permitido a detecgdo de genes anormais, 0s quais

dificilmente seriam detectados através de andlise proteica.
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Sindromes Talassémicas

As sindromes talassémicas compreendem um grupo heterogéneo de alteragoes
da sintese das cadeias de globina, nas quais a mutagao suprime total ou parcialmente o nivel
de sintese da cadeia a ou da cadeia 8. Esta redugdo na sintese de uma das cadeias conduz
a uma anomalia na relagdo entre a producio das duas cadeias (a/8) que normalmente €
préxima da unidade. Esse mecanismo representa o aspecto fisiopatol6gico basico nas
sindromes talassémicas (Weatherall, 1981). A cadeia que € produzida em taxa normal est4
em relativo excesso. Na auséncia de uma cadeia complementar com a qual forma um
tetrdmero, o excesso de cadeia normal é instivel e forma agregados que precipitam no
interior do citoplasma celular, lesam a membrana e resultam na destrui¢do prematura do
eritricito (eritropoese ineficaz) ou hemdlise. Em adigdo, o defeito da sintese da

hemoglobina produz anemia hipocromica e microcitica (Bank, 1978).

As sindromes talassémicas podem ser classificadas em 2 grupos principais: as
talassemias a, onde a sintese da cadeia « estd reduzida ou ausente, e as talassemias 8, nas

quais a sintese da cadeia g estd comprometida.

Talassemia g

As sindromes talassémicas g foram introduzidas no Brasil principalmente através
da intensa atividade imigrat6ria de italianos, ocorrida ap6s a segunda metade do século XIX
(Ramalho et al., 1985). Na populagéo caucaséide paulista, a freqiiéncia de heterozigotos da
talassemia g8 foi estimada em 1% (Ramalho, 1976; Zago et al., 1981). J4 entre paulistas
descendentes ndo miscigenados de italianos essa freqiiéncia aumenta para cerca de 6,4%
(Ramalho, 1976).

O decréscimo na producio da globina g causa anemia hipocrémica, microcitica
e, o desequilibrio na sintese da globina leva a precipitagdo do excesso de cadeias a,

danificando a membrana. Em contraste com a globina «, entretanto, a cadeia g s6 é
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importante no periodo pés-natal. Conseqiientemente, o surgimento da talassemia 8 s6
ocorre alguns meses apés o nascimento, quando a globina g normalmente substitui a
globina y (Forget, 1979).

Em contraste com as talassemias « que sao devidas, em sua maioria, a delegoes,
as talassemias B sdo geralmente decorrentes de substituigdes em um tnico par de bases.
Quando os alelos da talassemia g resultam em supressio da produgéo de globinag, de forma
que nenhuma Hb A est4 presente, a condigdo é designada talassemia /30. Se alguma Hb A

¢ detectdvel, o paciente apresenta talassemia * (Weatherall & Clegg, 1981).

Individuos com dois alelos de talassemia 8 (homozigotos) tém talassemia maior
ou anemia de Cooley, uma condigdo caracterizada por grave anemia hemolitica,
dependente de transfusées regulares e intenso acompanhamento médico. Criangas afetadas
por talassemia 8 em homozigoze apresentam anemia, geralmente antes de 2 anos de idade,
uma vez que a produgio pés-natal de Hb F diminui. A severa anemia hemolitica observada
nestes pacientes conduz a um quadro de alteragdes no crescimento e desenvolvimento,
alteragdes Gsseas tipicas, ictericia, hepatoesplenomegalia, e uma expansao da medula éssea.
Os eritrécitos no sangue periférico sdo todos marcadamente hipocrémicos a variam em
forma e tamanho. O tratamento das talassemias é atualmente baseado na correc¢do da
anemia e expansdo da medula 6ssea, por transfusdo sangiiinea, e no controle do conseqiiente
acimulo de ferro, pela administragdo de agentes quelantes. Entretanto, transplante de
medula Gssea, para pacientes em curso inicial da doenga, figura como medida promissora
(Bank, 1978).

Portadores de um alelo de talassemia 8 em geral ndo apresentam manifestacoes
clinicas relevantes e sdo designados como possuidores de "talassemia menor". Tais
individuos tém eritrécitos hipocromicos e microciticos, podendo apresentar leve anemia,
muitas vezes confundida com deficiéncia de ferro. O diagnéstico da talassemia menor pode
ser feito através de eletroforese de hemoglobina, que geralmente revela um nivel
aumentado de Hb A2 («252 ) (Ramalho et al., 1985).

Entre os limites extremos, ocorrem formas caracterizadas por quadros

moderadamente graves designados por "talassemia intermedidria”. Geralmente sdo
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individuos significativamente anémicos e sintomaticos, mas que nio requerem transfusiao

sangiifnea (Weatherall & Clegg, 1981).

Atualmente sdo conhecidas cerca de 135 mutagdes que conduzem a talassemia

B com manifestagio clinica significativa (Kazazian, 1990).

A Figura 6 aponta algumas das mutagdes da talassemia 8. Estas mutagoes

encontram-se distribuidas por todo o gene.
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Figura 6. Exemplos de mutagdes que originam a talassemia 8 (IVS." intron"; e."exon").
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Uma categoria interessante inclui individuos com mutagdes de ponto na regido
promotora, inicialmente descritas como caracteristicas do gene da globinag. Tais individuos
apresentam uma reducdo de 10% na producao referente ao gene mutante (Dierks et al.,
1983). Mutagdes que conduzem a terminagdo da sintese de cadeia globinica devido a
interrupg¢io prematura na tradugao podem ser definidas pela presenga de um "codon" ambar
(mutagbes "nonsense") ou alteragdo na fase de leitura (mutagdes "frameshift"). Estas
mutagoes usualmente geram um produto muito instdvel, rapidamente degradado na célula
(Huisman, 1990; Novelletto et al., 1990).

Outras anormalidades decorrem de mutagdes nos sinais de clivagem ("splicing").
Estas seqiiéncias sdo impres?indfveis para o processamento normal do RNA e assim,
mutagdes nestas regides podem produzir talassemia ﬂo, como no caso da mutacdo no
"intron" 1, posi¢do 1 (IVS1-1). Por outro lado, mutagdes nas posicdes 5 e 6 do "intron" 1
reduzem a eficiéncia do mecanismo normal de clivagem, mas ainda resultam na produgio
de quantidades detectdveis de globina g normal. A mutagdo no "intron" 1, posi¢ao 110
(IVS1-110), cria uma seqiiéncia alternativa de clivagem ("Criptic site"), de forma que 90%

dos eventos de clivagem usam o novo sitio € s6 10% usam o local correto (Huisman, 1990).

Outros exemplos de mutagdo incluem aqueles que afetam o sinal de
poliadenilacdo, onde AATAAAA ¢ convertido em AACAAAA. A transcri¢cdo ocorre
normalmente, mas a clivagem e adigdo de residuos de Adenina necessarios para o
processamento normal e transporte do RNA para o citoplasma tornam-se alteradas
(Huisman, 1990; Novelletto et al., 1990).

Estudos anteriores em nosso laboratério, com o emprego de hibridizagdo com
oligonucleotideos alelo especificos, mostram que na populagdo estudada a maioria das
mutagdes € representada por aqueles originarios da regido Mediterranea. Além disso, foi
possivel evidenciar que quatro mutagdes, a mutagdo dmbar no "codon" 39 (CD39), a
IVS1-110,aIVS1-6 e alVS1-1perfazem cerca de 95% das mutagoes detectadas. No entanto,
vérios pacientes cujas alteragdes moleculares nao foram detectadas pelo método acima

permaneceram ainda sem esclarecimento diagndstico a nivel molecular (Martins, 1993).
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Em razio do crescente niimero de variantes estruturais raras de hemoglobinas
em andlise em nosso laboratério e o previsivel aumento no niimero de pacientes com
talassemia 8 em que as mutagOes mais freqiientes haviam sido afastadas e portanto,

necessitavam de esclarecimento da alteragiio molecular, os objetivos deste trabalho foram:

1. Padronizar o método de sequenciamento direto de fragmentos do gene da globina

B amplificados pela rea¢do em cadeia da polimerase (PCR).

2. Estabelecer um método de sequenciamento a partir de RNA mensageiro extraido
de reticulécitos do sangue periférico, visando simplificar e tornar mais rdpida a

identifica¢do de variantes estruturais.

3. Aplicar os métodos acima na identificagdo de hemoglobinas anémalas e ainda
sem identifica¢do a nivel molecular. Adicionalmente, utilizar estes métodos na

identificagdo de algumas mutagdes previamente selecionadas da talassemia .
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CASUISTICA



Os casos clinicos incluem pacientes em acompanhamento regular nos
Ambulatérios de Hematologia do Hospital das Clinicas da UNICAMP e da Escola Paulista
de Medicina. Algumas hemoglobinas an6malas foram detectadas em doadores de sangue
ou em triagem pré-natal. Os dados clinicos resumidos dos pacientes analisados estdo

relatados a seguir:

1. Paciente com 10 anos de idade, sexo feminino, cor negra, quadro clinico tipico

de doenga falciforme.

2. Paciente branca, sexo feminino, 38 anos de idade, dois epis6dios de anemia
hemolitica, aparentemente apds receber antibiéticos. No exame fisico
apresentava ictericia e esplenomegalia moderada. Um sobrinho da
paciente referia um epis6dio de hemolise aguda ap6s injestdo de grande
quantidade de salsichas.

3. Paciente branca, sexo feminino, 4 anos de idade, ictérica desde o nascimento.

Pai esplenectomizado ha 20 anos e tia com esplenomegalia.

4. Paciente branca, sexo feminino, 24 anos de idade, ndo apresentava
manifestagoes clinicas relevantes. A anormalidade na hemoglobina foi

detectada em teste pré-natal de rotina.

5. As pacientes eram duas irmas, de 10 e 12 anos de idade, descendéncia italiana,
que foram investigadas devido a observagdo de microcitose € hipocromia

em andlise de sangue periférico de rotina.
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6. Paciente previamente identificado como portador das variantes Hb Porto
Alegre e Hb Santa Ana.

7. Paciente heterozigoto para talassemia 8. Estudo anterior mostrou que a

alteraciio molecular era a mutagdo dmbar no "codon" 39 (Martins, 1993).

8. Paciente heterozigoto para talassemia . Estudo anterior mostrou que a
alteragdo molecular era a mutagio no intron 1, posi¢do 110 (IVS1-110)
(Martins, 1993).
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METODOS



I. Andlise Hematoldgica:

Realizada na Se¢io de Hematologia do Laboratério de Patologia Clinica do
Hospital das Clinicas da UNICAMP.

1. Hematimetria

Os valores hematimétricos foram determinados eletronicamente (Coulter

Counter T8-90), imediatamente ap6s a coleta das amostras.
2. Andlise das hemoglobinas
a. Preparo dos hemolisados

- As amostras de sangue (cerca de Sml) foram coletadas em tubos plésticos,
contendo EDTA 10% (sal di-sédico do 4cido etileno-dinitrilotetracético) como
anticoagulante, na concentragdo de 1,5mg/ml de sangue. Uma aliquota de cerca de 2ml deste
sangue foi utilizada na preparagao dos hemolisados livres de estroma. O sangue foi lavado
3 vezes com solugdo salina (cloreto de sédio - NaCl 0,9%), e hemolisado pela adigdo de 1
volume de dgua destilada e 0,5 volume de tetracloreto de carbono (CCl4) para cada volume
de células. Ap6s vigorosa agitagdo e centrifugacdo a 3000rpm por 20 minutos, a camada
superior foi recolhida em um tubo de ensaio, onde recebeu uma gota de cianeto de potassio

(KCN) 1%. Esta camada constituia o hemolisado livre de estroma (Dacie & Lewis, 1984).
b. Determinagao do padrio eletroforético

Os hemolisados foram analisados através de eletroforese em fitas de acetato de
celulose, tampao Tris-EDTA-borato pH 8,9, por 50 minutos a 220 volts. As alteragoes
hemoglobinicas verificadas em pH alcalino foram confirmadas em gel de agar 1%, tampao
citrato de s6dio pH 6,1, em placas de 9x12 cm, 45 mA, 4°C, corado com solugio de benzidida
(Wheatherall & Clegg, 1981).
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c. Quantifica¢ao das hemoglobinas

A HbA:? foi medida espectrofotometricamente ap6s eluigdo das fitas de acetato
de celulose. Ap0s eletroforese de 10«1 do hemolisado em acetato de celulose, tampao
Tris-EDTA-borato pH 8,9, a banda correspondente foi recortada e a hemoglobina eluida
em 3ml de tampdo, enquanto as demais hemoglobinas foram eluidas juntamente, em 15ml
de tampdo. Ap6s a eluicdo, foram medidas as absorvancias das duas fragoes a 415nm e

calculadas as porcentagens correspondentes 8 HbA2 (Dacie & Lewis, 1984).

A Hb F foi determinada por desnaturagio alcalina, que consistiu na adi¢io de
0,2ml de hemolisado a 3,2ml de solugdo de hidréxido de s6dio (NaOH) 0,083N. Ap6s 1
minuto, foram acrescentados 6,8ml de solu¢io de sulfato de aménio saturado a 50%. Apo0s
filtragéo, foi determinada a absorbancia do filtrado a 415nm (Dacie & Lewis, 1984)..

O teste de solubilidade para confirmagio da hemoglobina S foi realizado pela
medida em tampao fosfato 2.87M (Zago et al., 1982).

d. Eletroforese de cadeias de globina:

20x1do hemolisado foram adicionados a 20u1 de tampéo (Sml de uréia 8M, 0,5ml
de 4cido acético glacial, 0,5ml de 2-mercaptoetanol, 2mg pironina Y) e submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (3g de acrilamida, 20mg de bisacrilamida,
18,75ml de uréia 8M, 0,5ml de Triton X-100, 1,25ml de 4cido acético glacial, 0,125ml
TEMED [tetrametiletilenodiamina], 15mg de persulfato de aménio, Sml de 4gua destilada).
A eletroforese foi feita por 18 horas, 6mA, & temperatura ambiente, apds 2 corridas prévias:
4cido acético 5%, por 1 hora a 200V e 2-mercaptoetanol, por 30 minutos a 150V. O gel foi
corado com Coomassie brillant blue 0,5% em mistura de 4dcido acético/metanol/dgua
(7:30:63) por 30 minutos e descorado em mistura 4cido acético/metanol/dgua (7:30:63)
(Dacie & Lewis, 1984).

e. Teste de instabilidade térmica
O hemolisado foi preparado pela adi¢do de Sml de 4gua para cada 1ml de

eritrocitos e por vérios ciclos de congelamento/descongelamento. A seguir, foram
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adicionados 5ml de tampdo Tris-HCI 0,15M pH 7,4. O estroma foi removido por
centrifugagio a 4000rpm por 20 minutos. Sml do lisado foram transferidos para outro tubo,
que permaneceu a temperatura de 50°C durante 60 minutos. O exame periédico do tubo
no sentido de observar turbidez e floculagio fina denota a presenca de um precipitado,
facilmente visivel a olho nu, que comprova a existéncia de hemoglobina instavel ao calor.

O resultado da amostra testada foi comparado com um controle normal (Dacie & Lewis,
1984).

f. Teste de precipitagao pelo isopropanol

0,2ml de hemolisado foram adicionados a 2ml de tampao isopropanol
(isopropanol 17% em tampdo Tris-HCI 0,1M pH 7,4) pré-aquecido por 5 minutos a 37°C.
A mistura foi agitada por inversao, recolocada no banho-maria e examinada apos 5, 20 e 30

minutos.

O controle normal permanece claro por 30 a 40 minutos, j4 em presenga de
hemoglobina instdvel forma-se um precipitado nos primeiros S minutos, tornando a amostra
floculada durante 20 minutos (Dacie & Lewis, 1984).

I1. Analise Molecular
1. Extragao de DNA de alto peso molecular:

A extragdo de DNA gendmico de leucdcitos foi feita a partir de 20 ml de sangue
periférico, colhidos em frasco estéril, com EDTA 10% como anticoagulante. A amostra foi
centrifugada a 2500 rpm, por 15 minutos. Apés o descarte do plasma, os eritrécitos foram
lisados com uma mistura de solugdes de cloreto de am6nio NH4Cl10,144M (S vezes o volume
de células) e bicarbonato de am6nio NH4HCO3 0,01M (0,5 vez o volume de células). Ap6s
15 minutos, em repouso a temperatura ambiente, o hemolisado foi centrifugado a 2500 rpm,
por 20 minutos. O sobrenadante foi removido e o precipitado de leucécitos lisado em
solucdo de NaCl 0,3M, EDTA 10mM, Tris-HCI 10mM (pH 7,5), 4,2 g de uréia, 1ml de
dodecil sulfato de s6dio (SDS) 20%, por 16 horas a 37°C.
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Uma mistura fenol/cloroférmio/dlcool isoamilico (25:24:1) foi adicionada
(volume/volume). Ap6és agitacio, seguiu-se centrifugagao a 2500rpm, por 20 minutos. A fase
aquosa superior foi transferida para outro tubo estéril, repetindo-se o procedimento acima.
Uma mistura de cloroférmio/4lcool isoamilico (24:1) foi entdo adicionada (volume/volume)

repetindo-se a centrifugagao.

Seguindo-se a transferéncia da fase aquosa para um novo tubo, a precipitagio do
4cido nucleico foi conduzida pela adig¢io de acetato de s6dio 3M pH 5,3 (10% do volume)

e etanol absoluto gelado (trés vezes o volume).

O DNA foi solubilizado em 4gua destilada, deionizada, estéril e teve sua
concentracdo estimada em espectrofotdmetro, através do valor da densidade éptica em

comprimento de onda= 260nm.

2. Amplificagao Génica pela Reagio em Cadeia da Polimerase (PCR):

1ug de DNA genémico foi amplificado diretamente através da reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), segundo o método descrito por Saiki et al., 1988, com algumas
modificagoes. A reacdo foi feita usando um ciclador de temperatura Perkin-Elmer Cetus
em reagoes de 100u1, contendo 10mM de Tris-HCI (pH 8,3), SOmM de cloreto de potéssio
(KQD), 1,5mM de cloreto de magnésio (MgCl2), 0,01% de gelatina, 200uM de cada
desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,1«M de cada iniciador
("primer"*) e 2U de Taq polimerase (BRL). Ao volume final foram adicionadas 30ul de
6leo mineral. As condigdes da reagio consistiram de uma desnaturacio inicial a 94°C por
5 minutos, seguida de 40 ciclos que compreendiam desnaturagio a 94°C, por 90 segundos,
anelamento a 55°C, por 90 segundos e extensdo a 72°C, por 120 segundos. O {iltimo ciclo
teve 0 periodo de extensdo prolongado por 7 minutos. Os produtos da reacdo foram
separados em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio e visualisados sob

iluminagao ultravioleta.

* os "primers" utilizados sdo apresentados na Tabela II e Figura 7.
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3. Extragao de RNA:

A extragio de RNAm de reticulécitos foi feita com 10 a 20ml de sangue
periférico, o qual foi lavado com solugao salina isot6nica e centrifugado a 2500 rpm, por 15
minutos. Os eritrdcitos, obtidos apés descarte do plasma, foram lisados com uma mistura
de cloreto de amoénio 0,144M (5 vezes o volume de células) e bicarbonato de aménio 0,01M
(0,5 vez o volume de células). O hemolisado foi centrifugado a 2500 rpm, por 20 minutos,
o sobrenadante removido e acrescido de gotas de 4cido acético 10% até o pH desta solugdo
atingir o valor 5,0. Ap6s centrifugagdo a 12000 rpm, por 20 minutos, o precipitado foi
ressuspendido em 10ml de 100mM Tris (pH 9,0), 100mM NaCl, 0,5% SDS, 1mM EDTA.
A seguir foi feita extragdo com uma mistura fenol/cloroférmio/4lcool isoamilico conforme
anteriormente descrito no procedimento para isolamento de DNA. Geralmente, 100 a

400x g de RNA total puderam ser obtidos por amostra.

O RNA foi solubilizado em 4gua destilada, deionizada, estéril e teve sua
concentragdo estimada em espectrofotémetro, através do valor da densidade 6ptica em

comprimento de onda = 260nm.

4. Sintese de cDNA pela transcriptase reversa e amplificacao do fragmento (RT-PCR):

Cerca de 10u g de RNA total foram usados para sintese de cDNA em cada reagido
de transcrigio reversa. A amostra de RNA foi incubada a 42°C, por 2 horas em uma reagio
com volume total de 30u1, contendo 2mM de cada dNTP, 50mM de NaCl, 34mM Tris-HCI
(pH 8,3), 6mM de MgClz, SmM de ditiltreitol (DTT), S4«M de iniciador em orientagdo
contraria ao sentido da leitura do gene da globina ("primer antisense" - $2*), 20U de inibidor
de RNases (RNasin - Promega Corporation, Madison, WI), and 2U de transcriptase reversa
(Bethesda Research Laboratories, Gaithersburg, MD). A reag¢do em cadeia da polimerase
foi feita como descrito anteriormante para amplificagdo de DNA genémico. Utilizou, neste

caso, uma aliquota de 2ul do produto da transcriptase reversa e os "primers" g 1, 8 2 e 39*.
q p p p

* os "primers" utilizados sao apresentados na Tabela II e Figura 7.
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5. Identificagao das Mutacgoes

a. Polimorfismo de conformagao em hélice simples (SSCP - Single Strand Conformation

Polymorphism)

Em alguns casos levamos a efeito o rastreamento das regioes dos "exons" que
continham mutagdes pelo método de polimorfismo de conformagdo em hélice simples

(SSCP), conforme originalmente descrito por Orita e colaboradores (1989 a e b).

1ug de DNA genémico foi amplificado por PCR como descrito anteriormente,
com acréscimo de 101 Ci de [« >?P] ATP (3000 Ci/mmol, 10mCi/ml, Amersham). A uma
aliquota de 5S¢l do produto da reagdo foram adicionados 5«1 de uma solu¢do contendo
formamida 95%, 10mM de EDTA pH 8,0, 0,1% de azul de bromofenol e 0,1% de xileno
cianol. Desta mistura, 4ul, desnaturados a 100°C por 10 minutos, foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida 6%, em placas de 40x34cm e 0,4mm de espessura
(aparato GIBCO-BRL), contendo tampao (Tris-borato 90mM pH 8,3 , EDTA 4mM) ¢
10% de glicerol, por 18 horas a 7W (fonte BioRad 3000Xi). O tampdo utilizado na
eletroforese foi 0 mesmo usado na preparagio do gel. A autorradiografia foi obtida apés
exposi¢io do gel seco em filme de raio X, sem intensificador, por 16 horas.

b. Sequenciamento

O sequenciamento foi feito utilizando dsDNA Cycle Sequencing System (BRL)
ou fmol ™ DNA Sequencing System (Promega).

Purificagdo do DNA: Aproximadamente 200fmol de DNA, produto de
amplificagdo por PCR, diluidos em 4gua de forma a atingir o volume de 20u1, receberam
20u1de acetato de amonio 4M e 160k 1 de isopropanol. A mistura foi mantida por 10 minutos
A temperatura ambiente e a seguir foi centrifugada a 12000 rpm por 10 minutos. O
precipitado foi entdo lavado com etanol 70% e ressuspendido em 20x1 de 4gua destilada.
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Marcagao do iniciador ("primer"): "Primers" internos ou os mesmos utilizados
na amplificagdo* foram marcados radioativamente em reagdes de 5x1, contendo 60mM
Tris-HCI (pH 7,8); 10mM MgCl2; 0,2mM KCI; 1pmol de "primer"; 2pmol de [y-32P] ATP
5000 Ci/mmol - 10mCi/ml (Amersham), 1U T4 polinucleotideo kinase, incubados por 30

minutos a 37°C, seguidos por S minutos a 55°C e entdo dispostos em gelo.
* os "primers" utilizados sdo apresentados na Tabela II e Figura 7.

Reagio: Aos 5ul de "primer" marcado foram adicionados 37,5mM Tris-HCl (pH
9,0); 6,25mM MgCl2; 37,5mM KCl; 50fmol do DNA a ser sequenciado purificado; 2,5U Taq
DNA polimerase, para um volume final de 36ul. Aliquotas de 8«1 desta mistura foram
adicionadas a 4 tubos diferentes: o primeiro contendo 2mM de ddATP e 50« M de cada
dATP, dCTP, 7-deaza-dGTP e dTTP, o segundo 1mM de ddCTP e 50uM de cada dATP,
dCTP, 7-deaza-dGTP, e dTTP, o terceiro 0,2mM ddGTP e 50uM de cada dATP, dCTP,
7-deaza-dGTP, e dTTP e o quarto tubo 2mM de ddTTP e 50« M de cada dATP, dCTP,
7-deaza-dGTP, e dTTP. A seguir, essas misturas foram submetidas a 20 ciclos de 30
segundos (s) a 95°C, 30s a 55°C, 60s a 70°C e 10 ciclos de 30s a 95°C e 60s a 70°C. As reagdes
foram interrompidas com Sul de solugdo contendo formamida 95%, 10mM de EDTA pH
8,0, 0,1% de azul de bromofenol e 0,1% de xileno cianol, e entdao submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida 6%, tampéo (Tris-borato, pH 8,3 90 mM, EDTA 4mM) e uréia
7M, em placas de 40x34cm e 0,4mm de espessura (aparato GIBCO-BRL), por 4 horas a
1500 volts (fonte BioRad 3000Xi). O tampao utilizado na eletroforese foi 0 mesmo usado
na preparacio do gel. A autorradiografia foi obtida apds exposi¢do do gel seco em filme de

raio X, sem intensificador, por 16 horas.
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Tabela II. Seqiiéncias de "primers" utilizados:

D Seqiiéncia §'- 3 R o
108 GCCAAGGACAGGTACGGCTGTCATC "sense"” - 140*
303 GGACCAGCATAAAAGGCAG "sense" - 39**
i3 TTTGCTTCTGACACAACTGT "sense"” + 2*
16 GCAGGTTGGTATCAAGGTT "sense" +131*
P3 AGACAGAGAAGACTCTTG "sense" + 198*
39 CCTTGGACCCAGAGGTTCT "sense" + 269*
46 CTCATGGCAAGAAAGTGCTC "sense” + 348*
109  |[CCCTTCTTCCTATGACATGAACTTAACCAT]  nypiicancen 4 521
58 AATCCAGCTACCATTCTGC "sense" + 1214*
B2 TCCAGATGCTCAAGGCCCTTC "antisense" + 1556*
P7 GACCTCCCACATTCCCTTTT "antisense" + 1645*
230 GTATTTTCCCAAGGTTTGAACTAGCTC "antisense” + 1693*

* no gene da globina g

** no gene da globina d.

"sense" = 5"-3

"antisense"

=3’_57
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5' T 7 - . 3’

> > > P> P > - - «
108 B1 16 P3 39 46 109 58 B2 P7 230

Figura 7. Posicionamento dos "primers" utilizados com relagio ao gene da globina g (1. "intron", E. "exon").
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c. Digestao dos produtos amplificados com enzimas de restrigao:

Naqueles casos em que a mutagao interferia com sitios de enzimas de restri¢do

os pacientes foram analisados por esta técnica.

Uma aliquota de 5z1 do produto da amplificacdo do DNA gendmico dos paciente
portador de Hb D, com utilizagdo dos "primers" P3 e P7, foi digerida utilizando 0,02xg de
BSA, SmM de acetato de potdssio, 2mM de Tris-acetato, ImM de acetato de magnésio,
0,1mM de DTT e 2U de EcoRI, a 37°C por 16 horas.

Uma aliquota de Sul do produto da amplificagio do DNA genémico dos
pacientes portadores da variante Ziirich, com utilizagdo dos "primers" P3 e 109, foi digerida
utilizando 0,02zg de BSA, SmM de acetato de potéssio, 2mM de Tris-acetato, ImM de
acetato de magnésio, 0,1mM de DTT e 2U de NlaIIi, a 37°C por 16 horas.

Uma aliquota de 5x1 do produto da amplificacdo do DNA gen6mico da paciente
portadorade Hb Camperdown, utilizando os "primers" 16 e 109, foi digerida utilizando SmM
de acetato de potassio, 2mM de Tris-acetato pH 7,9, 1mM de acetato de magnésio, 0,1mM
de DTT e 2U de Hphl, a 37°C por 16 horas.

Os produtos da digestdao foram separados em gel de agarose (0,8 a 4%), corado

com brometo de etidio e visualisados sob iluminagdo ultravioleta.

d. Hibridizagdo com oligonucleotideos alelo especificos (ASO):

No caso em que a mutagdo nao altera sitios de restri¢do de enzimas (Hb Koln)
foi utilizado o método de hibridizagdo com oligonucleotidebs alelo especificos (ASO - allele

specific oligonucleotide).

Fixa¢ido do DNA amplificado em filtros de nylon: Foram utilizados 50«1 de DNA
amplificado com os "primers" 108 e 109 (Tabela II e Figura 7) para cada amostra, acrescidos
de 350ux1 de solugio de NaOH 0,4N e EDTA 25mM. Ap6s homogeneizagdo vigorosa, a

mistura foi deixada em repouso por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foi

-39-



aquecida a 95°C por 2 minutos e colocada em gelo até ser aplicada a duas membranas de
nylon, por sucgdo a vacuo, no sistema de "dot-blot", com posterior fixagdo por aquecimento
a 80°C por 2 horas. 200x1 da mistura foram aplicados a cada membrana, de tal forma que
as duas membranas fossem exatamente iguais (duplicatas), sendo uma delas hibridizada

com a sonda normal e a outra com a sonda mutante.

Marcagio das sondas com isétopos radioativos: Duas sondas foram empregadas
nesta investigagio, uma complementar a seqiiéncia normal da regido da mutagio que causa
a variante Koln e outra complementar a seqiiéncia mutante (normal -
5-CTCAGGATCCACGTGCCGC-3’, localizada na posi¢io +428 com relagdo ao sitio
Cap; mutante - 5’-CTCAGGATCCATGTGCCGC-3’, na mesma localizagdo).

A reacio de marcagdo radioativa foi realizada em solugdo contendo 10pmoles
da sonda, 15U de T4 polinucleotideo quinase (USB), 8«1 de y>2P-ATP (5000Ci/mmol;
10« Ci/ul Amersham), em tampdo SOmM Tris-HCl pH 7,6, 10mM MgClz, 0,5mM DTT,
0,1mM espermidina, 0,imM EDTA com volume final de 50x1 (modificado de Sambrook et
al., 1989). A mistura foi incubada a 37°C por 2 horas, parando-se a reagao com 100x1 de
TNE (10mM Tris-HCI, 100mM NaCl, 1mM EDTA). Foi feita uma extragao
(volume/volume) com fenol/clorof6rmio/acool isoamilico (25:24:1) e uma extragdo
(volume/volume) com clorof6rmio/alcool isoamilico (24:1). Ap6s purificagdo em coluna de
Sephadex G50, a eficiéncia da marcagdo foi avaliada pela leitura da radioatividade de 1ul
de sonda em 3ml de liqiiido de cintilagdo no contador de cintilagdo liqlida LS 5000
TA-Beckman.

Pré-hibridizagio: Os filtros foram colocados no interior de umrecipiente plastico
flexivel contendo 10ml de tampéo de hibridizac¢do (5X SSPE#, 5X Denhardts## e SDS
0,5%) e incubados por 2 horas a temperatura de 48°C.

# SSPE 20X: 175,3g NaCl, 27,6g NaH2PO4H20, 7,4g EDTA, 4gua q.5.p. 1000ml.

-40-



## Denhardts 50X: Sg Ficoll 400, Sg, polivinilpirrolidone, 5g BSA (bovine serum
albumine), 4gua q.s.p. 500ml.

Hibridizagio: Seguindo-se a pré-hibridizagdo, as sondas previamente marcadas
radioativamente foram adicionadas aos recipientes pldsticos, ap6s desnaturagdo a 95°C por

2 minutos, e incubadas por 16 horas a temperatura de 48°C.

Lavagens: Foram realizadas 3 lavagens, sendo as 2 primeiras em temperatura
ambiente, por 5 e 10 minutos, em solugdo contendo 2X SSPE e 0,1% SDS. E a tltima
lavagem a temperaturade 62°C por 5 minutos, em solugdo contendo SX SSPE e 0,15% SDS.
Ap6s a hibridizagao, os filtros foram secos e expostos em filme de raio X por 16 horas, a
-70°C, com utilizagdo de intensificadores de imagens para autorradiografia.

e. Determinacgao dos haplétipos do complexo génico da globina g:

A determinagdo dos haplétipos, no paciente portador da variante Lepore, foi
feita utilizando DNA preparado a partir de sangue periférico, conforme descrito
previamente. Os fragmentos foram obtidos através da reagdo em cadeia da polimerase. A
amplificagao da regido do sitio polimérfico foi seguida por digestdo de uma aliquota de 5¢1,
com enzima apropriada. Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose
2%, contendo brometo de etidio e visualisados sob luz ultravioleta. Os seguintes sitios de
restri¢do foram analisados: Xmnl na posi¢do -158 do gene Gy, HindIll em IVS2 do gene Gy,
HindIIl em IVS2 de Gy, Hincll em w8, Hincll na extremidade 3’ de w8, Hinfl na

extremidade 5’ de 8, Avall em IVS2 de g e Hpal na extremidade 3’ de 8.

A diregdo, posicdo e seqiiéncias dos "primers” estdo demonstradas na Tabela 111

e Figura 8, com excegio do sitio Avall que foi determinado por sequenciamento direto.
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Tabela I1I - Diregoes, posigoes e seqiiéncias dos "primers" utilizados na determinagao dos

- haplétipos.
Nome : : - Sitio
] do ] Seqiiéncia 5’ - 3’ Sentido | Posicao polimérfico Gene
primer
A350 | AACTGTTGCTTTATAGGATT "sense" 33880 Xmnl 56,

34330

A351 AGGAGCTTATTGATAACTCA | "antisense" | 34535

H2 AAGTGTGGAGTGTGCACATG | "antisense" | 36221 HindIII y/Ay

| 35440/ | 35785/
H3 TGCTGCTAATGCTTCATTAC sense 40371 40731

H4 TAAATGAGGAGCATGCACACA | "antisense" | 41137

HS GAACAGAAGTTGAGATAGAG "sense" 46458 Hincll B
H6 ACTGACTGGTCTTGTGGGCT | "antisense" | 47159 46819

H7 TCTGCATTTGACTCTGTTAGC "sense" 49529 Hincll 3 wp
HS8 GGACCCTAACTGATATAACTA | "antisense" | 50121 49826

H9 CTACGCTGACCTCATAAATG "sense" 60958 HinfI 5B
H10 CTAATCTGCAAGAGTGTCT | "antisense" | 61341 61199

H11 TTCATACATAACAATACTCA "sense" 69238 Hpal 3p
H12 GAGGAGAGCTTTACTTCCAA | "antisense” | 69866 69705

"sense" = 5’ -3’
"antisense" = 3’ -5’
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1. A350/A351 Xmnl 5. H7/H8 Hincll
2. H2/H3 Hindlll 6. H9/H10 Hinfl
3. H3/H4 Hindlll 7. H11/H12 Hpal

4. H5/H6 Hinell

Figura 8. Posicionamento dos "primers" utilizados na andlise de hapl6tipos, com as respectivas enzimas de

restrigdo utilizadas na digestao dos fragmentos amplificados por estes "primers".
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RESULTADOS



Familia 1
Dados hematolégicos:

Os dados hematoldgicos e de eletroforese de hemoglobina da paciente e

familiares encontram-se na Tabela IV.

Tabela IV. Dados laboratoriais da paciente e familiares:

b e ol e o o
Paciente | 8,5 25 24 102 34 9,0 20 [ A2+S+X 30
Irmao 14,6 42 49 85 30 0,4 24 [A2+X+A 93
Irma | 13,2 40 4,5 88 29 0,5 2,1 A2+S+A 36
Mae 13,7 41 4,6- 89 29 0,7 22 | A2+X+A 98
Pai 15,4 4 4,7 93 32 0,4 2,0 A2+S+A 35

Eletroforese de hemoglobina:

A eletroforese em acetato de celulose pH 8,9 mostrou no paciente padrao tipico
de homozigoto SS (Hb A2 e Hb S). No entanto, em gel de agar pH 6,1 houve migracdo nas
posi¢oes de Hb S e Hb A. Além disso, a solubilidade em tampao fosfato 2,87M era elevada,
tipica de heterozigotos AS. Esses dados indicavam a possibilidade de associagdo Hb S e Hb
D. A presenga de possivel Hb D foi também observada na mée, ¢ no irmdo da paciente. O

pai e a irmd eram heterozigotos AS.
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Detec¢ido da anormalidade molecular:

A mutagio que origina a HbD-Punjab (Acido Glutdmico - Glutamina (GH4) ¢
uma substitui¢io de uma dnica base no "codon" 121 do gene da globina g (GAA-CAA).

Com o objetivo de analisar essa regido, a amostra de DNA da paciente foi
amplificada pela PCR, gerando 1 fragmento do gene da globina 8 com 352 pares de bases,

com o0 emprego dos "primers" 58 e g2 (Tabela II).

A reacdo de sequenciamento foi conduzida com os mesmos "primers" utilizados
na amplificagdo. Na Figura 9 podemos observar que na regido prevista existem duas bandas
situadas na mesma posi¢io (G e C), indicando claramente a existéncia de dois nucleotideos
nessa regido. Esse achado, como esperado a partir dos dados de eletroforese, indica que
concomitantemente ao "codon" GAA (codificando o residuo de aminoécido Acido
Glutiamico) temos o "codon" CAA (codificando o residuo de aminoédcido Glutamina),

confirmando tratar-se da Hb D.
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Figura 9. Autorradiografia do gel de sequenciamento do paciente portador da associagdo Hb S/Hb D.
Amplificagido com os "primers" 58 € 82 e sequenciamento com o "primer” 58. A ocorrénciade G ¢ C

no "codon” B121 est4 indicada pela seta. Este dado indica dois codons: GAA (Acido Glutidmico) ¢

CAA (Glutamina) nessa posigao.
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Esta alteragdo remove o sitio de reconhecimento da enzima Eco Rl
(5’-G/AATTC-3’) normalmente localizado nesta regido. Assim, DNA normal, amplificado
com os "primers" P3 e P7, pode ser clivado pela enzima de restrigdo Eco RI produzindo dois
fragmentos, de 1201 € 268 pares de bases. Entretanto, DNA, de portadores de HbD-Punjab,
amplificado com os mesmos "primers" originam trés fragmentos apds a digestao: os dois

normais (1201 e 268 pares de bases) e o fragmento intacto de 1469.

No paciente estudado foi observado padrao tipico de heterozigoze de HbD
(fragmentos de 1469, 1201 e 268 pares de bases), confirmando assim, de uma maneira

rapida, que o paciente é um heterozigoto para HbS e HbD (Figura 10).

Desse modo, aanélise de DNA por sequenciamento e pela digestao de fragmento
amplificado com a enzima EcoRI comprovam que o paciente analisado era portador da

associagdo Hb S e Hb D, como sugerido pela eletroforese de hemoglobinas.
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Figura 10. Acima: cletroforese em agarose 0,8% de fragmentos de DNA genomico amplificados por PCR ¢
digeridos com a enzima de restrigio EcoRI (1 e 3 - controles normais; 2 - homozigoto para HbS; 4 -
proposito: HbS/HbD). Abaixo: representagdo esquematica do gene da globina 8, demonstrando a

posigao dos "primers" utilizados, bem como os fragmentos de PCR e digestao.
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Familia 2
Dados hematolégicos:

Os dados hematol6gicos e de eletroforese de hemoglobina da paciente e

familiares encontram-se na Tabela V.

Tabela V. Dados laboratoriais da paciente e familiares:

Hb Ht GV YCM HCM HbF HbA2 |Eletroforese | Solubilidade
@d) | @ |10y @ (pg) (%) (%) de Hb (%)
. Ay + A+
Paciente | 11,6 34 38 91 31 13 3,4 X (26,9%) 73,8
= Az + A +
Irmao 14,4 43 4,7 91 30 14 3,6 X (22%) 84,8
- A+ A+
Irma 11,3 35 3,6 _ 926 31 1,4 3,1 X (25,8% ) 72,3
Mae 15,3 44 49 88 31 - 2,7 A2+ A 883
. A+ A+
Pai 143 43 42 102 34 1,2 3,7 X (28,7% ) 71,7
. Ay + A+
Sobrinho | 15,0 44 4,5 98 33 0,9 2,9 X (22% ) 85,5

Eletroforese de hemoglobina:

A eletroforese em acetato de celulose pH 8,9 mostrou uma variante de cadeiaﬁ
com migragdo mais lenta que a hemoglobina A (Figura 11). O estudo da instabilidade
térmica e o teste de precipitacdo pelo isopropandl foram positivos para hemoglobina
instavel. Corptisculos de Heinz foram detectados em esfregagos de sangue periférico da
paciente (Dacie & Lewis, 1984). A andlise da globina 8 variante por digestdo com tripsina
e anélise de amino4cidos sugeriam fortemente a possibilidade da hemoglobina anormal ser
a Hb Ziirich (Zago et al., 1988) .



-« Hb A

—<Hb Ziirich

v aui —g H b A 2

Figura 11. Elctroforese de hemoglobina em acetato de celulose, tampao Tris-EDTA-borato pH 8,9. 1. controle
normal 2. paciente portador de Hb Ziirich.
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Deteccao da anormalidade molecular:

A hemoglobina Ziirich é uma variante instdvel onde o amino4cido Histidina
distal, na posi¢ao 63(E7) da cadeia da globina g, é substituido por Arginina, causando uma
mudanca na conformagdo espacial da proteina. A mutagdo que causa a Hb Ziirich decorre

da substitui¢do de uma tinica base no "codon" 63 do gene da globina g (CAT-CGT).

Com o objetivo de analisar essa regido, amostra de DNA da paciente foi
amplificada pela PCR, gerando 1 fragmento do gene da globina 8 com 428 pares de bases,

com o emprego dos "primers" 16 e 109 (Tabela II).

A reagdo de sequenciamento foi conduzida com o "primer" interno 39. Na Figura
12 podemos observar que na posi¢do prevista existem duas bandas situadas na mesma
posi¢do (A e G), indicando claramente a existéncia de dois nucleotideos nessa regido. Esse
achado, como esperado a partir dos dados de eletroforese, indica que concomitantemente
ao "codon" CAT (codificando o residuo de aminoécido Histidina) temos o "codon" CGT

(codificando o residuo de amino4cido Arginina), confirmando tratar-se da Hb Ziirich.
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Figura 12. Sequenciamento do fragmento de DNA de portador de Hb Ziirich, amplificado com os "primers"
16 ¢ 109 ¢ sequenciado com o "primer" interno 39. A substituigdo de CAT - CGT no "codon" 63 do
gene da globina 8, que resulta na alteragdo do aminodcido Histidina para Arginina encontra-sc

representada.
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Esta alteracdo remove o sitio de reconhecimento da enzima Nialll
(5’ CATG/ 3’), normalmente localizado nesta regido do DNA. Desta forma, DNA normal
amplificado com o par de "primers" P3 e 109 resulta em um fragmento de 367 bp, € pode
ser clivado pela enzima Nlalll, gerando dois fragmentos de 182 e 170 pares de bases (pb).
Entretanto, DNA de portadores de Hb Ziirich, quando amplificado por PCR gera trés
fragmentos ap6s digestdo: os dois normais (182 e 170 pb) e o fragmento intacto de 367 pb,

como demonstrado na Figura 13.

Nessa familia a identificacdo da hemoglobina variante foi confirmada pelo
sequenciamento de DNA e um procedimento rédpido foi desenvolvido com digestdo do
fragmento amplificado pela enzima Nlalll. Confirmando, desta forma, que a paciente, sua

irma e seu sobrinho eram portadores da Hb Ziirich.

-53-



1 2 83 4 5

S

6 7 8 9

72

-

—=367

—=182
170

BA — — 82 ¢ 170 pb

* Sitio de restri¢ao da enzima Nlalll
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Figura 13. Acima: clctroforese em agarose 0,8% de fragmentos dc DNA gendmico amplificados por PCR ¢
digeridos com a enzima de restrigao Nlalll (1. Marcador ¢ X174 Haclll, 2. fragmento amplilicado ¢
nio digerido, 3 a 9. digestoes: 3. DNA controle, 4. pai, 5. mac, 6. paciente, 7. cunhado, 8. irma, 9.
sobrinho. Os heterozigotos para Hb Ziirich apresentam 3 fragmentos (367, 182 ¢ 170 pares de bases
(pb) - Linhas 4, 6,8 ¢ 9. Os fragmentos de 182 ¢ 170 pb ndo sdo possiveis de screm discriminados neste
tipo de cletroforese, sendo visualizados como uma banda tnica. Abaixo: representagao esquematica

do genc da globina 8, demonstrando a posigdo dos "primers" ¢ os fragmentos antes ¢ apés a digestao.
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Familia 3
Dados hematolégicos:

Os dados hematolégicos e de eletroforese de hemoglobina dos pacientes

encontram-se na Tabela VL.

Tabela V. Dados laboratoriais dos portadores de Hb variante:

o |1 | ot @ | G [T o | deHb

Paciente | 103 | 37 | 40 | 103 | 32 | 28 | 47 |% (Jf,’;?%;“
Pai | 149 | 48 | 45 | 104 | 33 17 | 22 ?(2(1’0,‘295
Ta | 120 | 4 | 39 | 104 | 305 | 16 | 22 g (“;’;A‘%J)“

Eletroforese de hemoglobina:

A eletroforese em acetato de celulose apresentou banda correspondente a
hemoglobina anémala entre A2 e S. E a eletroforese em gel de agar apresentou uma

migragdo eletroforética semelhante a da hemoglobina C.

Os testes de instabilidade térmica e de precipitagdo pelo isopropanol foram

positivos. Foram observados corpisculos de Heinz no sangue periférico da paciente.
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Deteccio da anormalidade molecular:

Com o objetivo de identificar a proteina andémala foi levado a efeito os
sequenciamentos dos trés "exons" do gene da globina 8. Um fragmento de 367 pares de
bases, correspondente ao "exon" 2, amplificado com os "primers" P3 e 109 foi sequenciado
com o "primer” interno 46 ¢ revelou o padrio observado na Figura 14. Na primeira posi¢ao
do "codon" 98 existem duas bandas, situadas na mesma altura (G e A), indicando claramente
a existéncia de dois nucleotideos nessa regido. Esse achado indica que concomitantemente
ao "codon" GTG (codificando o residuo de aminoécido Valina) temos o "codon" ATG

(codificando o residuo de aminodcido Metionina), tratando-se portanto da Hb Kdln.
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Figura 14. Sequenciamento do fragmento de DNA de portador de Hb Koln, amplificado com os "primers" P3
¢ 109 ¢ sequenciado com o "primer” interno 46. A substituicao de GTG - ATG no "codon" 98 do gene

da globina f, que resulta na alteragao do aminoicido Valina para Mclionina encontra-sc
represcntada,
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Essa alteragdo ndo cria ou abole nenhum sitio conhecido de enzima de restrigéo.
Com o intuito de confirmar essa mutagio e também de estabelecer um método rdpido de
identificagdo de novos casos foram realizadas hibridizagoes com oligonucleotideos alelo
especificos. Esse procedimento mostrou claramente que a paciente era heterozigota para
Hb Koéln (Figura 15).

-~
-

Figura 15. Hibridizagdo alelo-especffica. DNA gendmico de individuo controle normal ¢ do paciente foram
amplificados por PCR, utilizando os "primers" 108 ¢ 109, fixados em filtros de nylon por "dot-blot" e
hibridizados com sondas de seqiiéncias correspondentes aos alelos normal (1 a 6) ¢ mutante (7a 12):
B2 e B8 - controle normal; C3 e C9 - paciente. Observar que a reagao € positiva no controle somente
com a sonda normal (na posigio B8 observa-se apenas radiagio de fundo, quando comparada
radioatividade na posicio B2). Na amostra da paciente ha positividade para ambas as sondas.
(observar a mesma intensidade de radioatividade nas duas posigdes), B2. DNA controle normal
hibridizado com sonda normal, BS. DNA controle normal hibridizado com sonda mutante, C3. DNA

da paciente hibridizado com sonda normal, C9. DNA da pacicntc hibridizado com sonda mutante.
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Paciente 4

Dados hematologicos:

Os dados hematoldgicos da paciente estdo demonstrados na Tabela VII.

Tabela VII. Dados laboratoriais da paciente com Hb variante:

Hb GV VCM HCM . HbA2 |Eletroforese | Solubilidade
@dy | TP o2y @ | o ["FP| @ | demp %)
Paciente 13,4 41 42 88 29 0,3 2,7 Az+A+X 79,2

Eletroforese de hemoglobina:

A eletroforese em acetato de celulose tampdo TEB pH 8,9 demonstrou a

presenca de uma hemoglobina com migragio aparentemente mais rdpida que a Hb A.

Embora nio se observasse separagdo nitida da hemoglobina A, o limite mais avangado

encontrava-se a frente dos controles normais. A eletroforese em gel de agar mostrou padrao

de migragdo préximo a Hb F. A separacgio das cadeias de globina em eletroforese de

poliacrilamida-uréia-TritonX evidenciou uma variante de cadeia com migrag¢ao mais lenta

que a normal (Figura 16).
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Figura 16. Eletroforese das cadeias de globina em gel de poliacrilamida-uréia-TritonX. Linha 1: representa as
cadeias observadas em amostra de recém-nascido; Linha 2: hemolisado controle normal de adulto;

Linha 3: hemolisado da pacicnte (observar a banda de migragao andmala X).
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Detecgio da anormalidade molecular:

O rastreamento da regido da mutagdo foi levada a efeito pelo método de
polimorfismo de conformacdo de hélice simples ("SSCP"). Este método permite uma

andlise rapida de fragmentos do gene (em geral fragmentos de 300 a 400 pares de bases).

A comparagdo do padrao de migragdo do DNA controle com aquele do paciente
estudado permite a identificagdo da regido onde ocorreu a mutagio. Trés reagdes de
amplicagdo foram feitas a fim de serem obtidos fragmentos dos trés "exons" do gene da
globina g. Os "primers" 1 e 109; P3 e 109; e 58 e B2 foram utilizados para amplificar
respectivamente os "exons" 1, 2 e 3. Na Figura 17 é possivel observar a eletroforese dos
fragmentos referentes aos "exons" 1 (linhas 1 a S) e 2 (linhas 6 a 10). As linhas 8 ¢ 9
apresentam amostras com padrao anormal quando coniparadas aos controles 7 € 10. Alinha
8 corresponde ao paciente ¢ a linha 9 corresponde ao controle positivo (Hb Ziirich, com

mutagio no "codon" 63 da globina g).
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Figura 17, Autorradiogralia do gel dc poliacrilamida utilizado na andlisc de polimorfismo de conformagio em
hélice simples (SSCP). Linhas 1 a 5: Produtos de amplificagio com os "primers" 81 ¢ 109, que envolvem
os "exons" 1 ¢ 2; Linhas 6 a 10: Produtos de amplificagio com os "primers" P3 ¢ 109, que envolve o
"exon" 2; Linhas 1 e 6: Fragmento nao desnaturado; Linhas 2, 5, 7 e 10: DNA controle normal; Linhas
3 e 8: DNA da pacicnte; Linhas 4 ¢ 9: DNA controle positivo (Hb S ¢ Hb Zurich, respectivamente).
Observar padrio de migragio andmalo no DNA da paciente e Hb Ziirich (sctas) em comparagio aos
controles normais. a. padrao de migragio do DNA desnaturado, b. padrio de migragao de DNA

nao-desnaturado.
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Com o objetivo de analisar essa regido, amostra de DNA da paciente foi
amplificada pela PCR com a obtencdo de fragmento do gene da globina 8 com 367 pares
de bases ( "primers" P3 e 109) (Tabela II).

A reacdo de sequenciamento foi conduzida com os "primers" 46 e 109. Na Figura
17 podemos observar que na terceira posi¢do do "codon" 104 existem duas bandas situadas
na mesma posigdo (G e C), indicando claramente a existéncia de dois nucleotideos nessa
regido. Esse achado indica que concomitantemente ao "codon" AGG (codificando o residuo
de aminoécido Arginina) temos o codon AGC (codificando o residuo de aminoécido

Serina), tratando-se portanto da Hb Camperdown.
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Figura 18. Sequenciamento do fragmento de DNA de portador de Hb Camperdown, amplificado com os

"primers" P3 ¢ 109 ¢ sequenciado com os "primers” 46 ¢ 109. A substituigio de AGG - AGC no "codon"
104 do gene da globina 8, que resulta na alteragio do aminodcido Arginina para Serina encontra-sc
representada. O sequenciamento da esquerda mostra o resultado obtido com o "primer sensc” 46 (5°

-3’) e o da direita com o "primer antisensc" 109 (3’ - 5°).
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No sentido de confirmar a alteragio demonstrada pelo sequenciamento foi feita
a digestdo do fragmento amplificado com a enzima Hphl. A mutagdo remove o sitio de
reconhecimento desta enzima (5-GGTGA(8/7)-3’), presente no codon 104 do gene da
globina 8. O fragmento amplificado com os "primers" 16 e 109 gera um fragmento de 428
pares de bases. Nesse fragmento a enzima possui dois locais de clivagem. Um deles €
independente da mutagio, o outro pode ser removido nos pacientes portadores da mutagao.
Desta forma, DNA normal amplificado com os "primers" 16 ¢ 109 pode ser clivado pela
Hphl gerando 3 fragmentos, um fragmento constante de 220 pares de bases e dois outros
de 120 e 70 pares de bases (pb). Entretanto, o gene anémalo deve originar apenas 2
fragmentos apos a digestao, o fragmento constante de 220 pb e um fragmento intacto com
190 pb. Os heterozigotos para essa mutagdo apresentardo 4 fragmentos, o fragmento
constante de 220 pb e os fragmentos (190 pb) e (120 e 70 pb) correspondentes

respectivamente aos alelos mutante e normal.
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Figura 19. Acima: eletroforese em agarosc 4% de [ragmentos de DNA gendmico amplificados por PCR e
digeridos com a enzima de restrigio Hphl (1. Marcador ¢ X174 Haclll, 2. [ragmento amplificado de
DNA controle e ndo digerido, 3. digestdo do DNA controle amplificado e digerido, 4. fragmento
amplificado do DNA da pacicnte ¢ ndo digerido, 5. digestdo do DNA da pacicnte amplificado e
digerido. Abaixo: representagao esquematica do gene da globina 8, demonstrando a posigao dos

"primers" utilizados, bem como os fragmentos de PCR ¢ digestdo.
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Familia §
Dados hematolégicos:

Os dados laboratoriais das pacientes e seus pais encontram-se na Tabela VIIL

Tabela VIII. Dados laboratoriais das pacientes e familiares:

(gl/{:l) Ht (%) (xl(;?;/l) V((',;I)Vl l(lfgl;’l HbF (%) H(B/Sz Ele(tll;o:';);ese Solu?(iyii)dade
Paciente1| 11,1 | 35 s3 | e62 | 20 | 21 | 22 |2 2’9{;‘0 ;“ 81,6
Paciente2| 107 | 32 s1 | 628 | 211 | 18 19 |42 (*éﬁ%; 80,8
Mae | 122 | 36 se | &7 | 26 | 11| A%J{;)* 79,3
Pai | 146 | 40 a6 | 882 | 320 | 03 | 25 | A+a 81,3

Eletroforese de hemoglobina:

A anilise de hemoglobina revelou que aproximadamente 10% da hemoglobina
era anormal e possuia padrio eletroforético compativel com Hb-Lepore, ou seja, um padréo
semelhante ao da Hb S com solubilidade normal e em proporgdes préximas de 10%. A

migracdo no gel de agar foi semelhante ao padrao da Hb A.

Em seu conjunto, os dados hematimétricos, com microcitose € hipocromia,

aliados ao padrao eletroforético sugeriram a possibilidade da hemoglobina Lepore.
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Detecc¢iao da anormalidade molecular:

A fim de identificar esta variante, o gene hibrido 6-8 foi amplificado através da
reagio em cadeia da polimerase (PCR) empregando um "primer sense" 303, complementar
a regiao 5’ do gene da globina ¢ (5-GGACCAGCATAAAAGGCAG-3’, localizado na
posigdo -39, com relagdo ao sitio Cap) e um "primer antisense" 109, complementar a regido
3’ do gene da globina g (5-CCCTTCTTCCTATGACATGAACTTAACCAT-3’, localizado
na posigio +521, com relagdo ao sitio Cap). As localizagoes dos "primers” utilizados
encontram-se representadas na Figura 19. A reag¢do produziu um fragmento de 605 pares
de bases somente nas amostras de DNA genomico de portadores da hemoglobina an6mala,

e nao nos individuos controle.

O sequenciamento direto do DNA das pacientes demonstrou uma seqiiéncia
correspondente ao gene da globina é até o "codon" 68, enquanto a primeira base especifica
do gene da globina g foi observada no codon 86 do segundo "exon" (Figura 20). Estes dados
demonstram que a mutagdo é do tipo Hb Lepore Baltimore, pois o residuo de aminoécido
correspondente ao "codon" 650 é Serina e ao "codon" f86 é Alanina, conforme dados da
literatura. Os dados de seqiiéncia de nucleotideos indicam que o ponto de ocorréncia de
"crossing-over" na Hb Lepore Baltimore, nos pacientes estudados, encontra-se dentro de

uma regido de 51 pares de bases no segundo "exon", entre os "codons" é 68 e 8 86.
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Figura 19. Localizagio dos "primers" utilizados na amplificagdo ¢ sequenciamento do gene hibrido -8. Em

condigdes normais de PCR, somente o gene hibrido é amplificado.
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Figura 20. A scta indica a seqiiéncia obscrvada no paciente. A seqiiéncia da dircila indica as regides dos genes
f3 € correspondentcs as regides sequenciadas no paciente, com as indicages das posigoes onde nao
ha homologia (asteriscos). Esta ligura mostra que o ponto de quebra deve estar situado entre os
"codons" d 68 ¢ 8 86, conforme a antcrior.
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Determinacgao dos haplotipos do complexo da globina :

Os dois membros da familia, em cujas amostras de DNA foi realizada a anélise
de haplétipos, eram homozigotos em 5 sitios de restricdo. Assim os haplétipos do
cromossomo Lepore nas pacientes puderam ser caracterizados como: [ Xmnl +/-, HindIII
-/-, HindIII -/-, Hincll +/-, Hincll -/-, Hinfl -/-, Hpal +/+], isto é:

- A amplifica¢do com os "primers" A350 e A351 gera um fragmento de 650 pb,
referente a extremidade 5’ dogene G, Apbs adigestdo deste fragmento com a enzima Xmnl
foram observados 3 fragmentos, os correspondentes aos produtos de digestdo, com 450 e
200 pares de bases (pb) e o fragmento intacto, com 650 pb. Isto demonstra que somente
um dos cromossomos apresenta o sitio de clivagem desta enzima de restrigdo (resultado +)

€ o outro nao (resultado -).

- A amplificagdo com os "primers”" H2 e H3 gera um fragmento de 780 pb,
referente a regido de G, ApOs a digestao com a enzima HindlIlI foi observado somente o
fragmento intacto, com 780 pb, e ndo os dois fragmentos de 430 e 340 pb que
corresponderiam ao produto da digestdo. Isto demonstra que ambos os cromossomos nao

possuem o sitio de clivagem desta enzima (resultado -/-).

- A amplificagdo com os "primers" H3 e H4 gera um fragmento de 760 pb,
referente a regido de Ay, Ap0s a digestao com a enzima HindIII foi observado o fragmento
intacto, com 760 pb, e ndo os fragmentos com 400 e 360 pb, correspondentes aos produtos
de digestao. Isto demonstra que ambos 0s cromossomos ndo apresentam o sitio de clivagem

desta enzima (resultado -/-).

- A amplifica¢do com os "primers" H5 e H6 gera um fragmento de 700 pb a regido
do gene WB. Ap6s a digestao deste fragmento com a enzima Hincll foram observados 3
fragmentos, os correspondentes aos produtos de digestdo, com 360 e 340 pb e o fragmento
intacto, com 700 pb. Isto demonstra que somente um dos cromossomos apresenta o sitio de

clivagem desta enzima (resultado +) e o outro nio (resultado -).

- A amplificagdo com os "primers" H7 e H8 gera um fragmento de 590 pb,

referente a extremidade 3’ do gene W8 . Apés a digestdo com a enzima HinclI foi observado
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o fragmento intacto, com 590 pb, e ndo os fragmentos com 470 e 120 pb, correspondentes
aos produtos de digestdo. Isto demonstra que ambos 0s cromossomos nao apresentam o

sitio de clivagem desta enzima (resultado -/-).

- A amplificagdo com os "primers" H9 e H10 gera um fragmento de 620 pb,
referente A extremidade 5’ do gene 8. Ap6s a digestao com a enzima Hinfl foi observado o
fragmento intacto, com 620 pb, e nio os fragmentos com 460 e 160 pb, correspondentes aos
produtos de digestdo. Isto demonstra que ambos 0s cromossomos ndo apresentam o sitio

de clivagem desta enzima (resultado -/-).

- A amplificagio com os "primers" H11 e H12 gera um fragmento de 620 pb,
referente 3 extremidade 3’ do gene B. Apoés a digestio deste fragmento com a enzima Hpal
foram observados somente os dois fragmentos correspondentes aos produtos da digestao,
com 460 e 160 pb. Isto demonstra que ambos 0s cromossomos possuem o sitio de clivagem

desta enzima (resultado +/+).
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Identificacio de variantes estruturais pelo sequenciamento de RNAm extraido de

reticulécitos de sangue periférico:

Com o objetivo de tornar mais rapida a identifica¢io de hemoglobinas anémalas
foi realizado o sequenciamento de RNAm obtido de reticulécitos de sangue periférico. O
procedimento para extragdo do RNA mostrou-se eficiente e com bom rendimento. A
sintese do cDNA pela transcriptase reversa e posterior amplificagdo pela reagdo em cadeia
da polimerase possibilitou a obtengdo de um fragmento de 592 pares de bases (Figura 21).
O sequenciamento deste fragmento foi feito utilizando os mesmos "primers" da

amplificagdo.

O par de "primers" utilizado na amplificagio do ¢cDNA foi desenhado com a
finalidade de amplificar os trés "exons" do gene da globina e ambrange parte do RNAm
transcrito mas ndo  traduzido. O  "primer  antisense" 2
(5-TCCAGATGCTCAAGGCCCTTC-3’), localiza-se na posigdo + 1556 com relagio ao
sitio Cap e foi também utilizado na sintese do cDNA. O "primer sense" g1
(5>-TTTGCTTCTGACACAACTGT-3’), localiza-se na posi¢do +2 com relagdo ao sitio
Cap (Tabela II, Figura 7). '

Essa técnica foi inicialmente utilizada na andlise de anormalidades moleculares
em algumas variantes comuns ou j4 previamente identificadas em nosso laboraté6rio: Hb S
(86), Hb .Porto Alegre (89) e Hb Santa Ana (888) (Figuras 23 a 25). A descrigdo
pormenorizada dos casos da Hb Porto Alegre e Hb Santa Ana devera ser feita

posteriormente (Gongalves e colaboradores, dados em publicagdo).

Com os "primers" descritos foi possivel realizar o sequenciamento de toda a
regido codificadora do gene com apenas duas reagdes de sequenciamento. A Figura 22
exemplifica um sequenciamento realizado com o "primer" 1. Observa-se que € possivel
determinarmos a sequéncia de nucleotideos até 300 pares de bases ap6s o inicio do "primer”.
Assim, ap6s o rastreamento inicial e identificagio da mutagdo, esta pode ser confirmada
pelo sequenciamento com um "primer” interno (Figura 25) ou por digestdo com enzimas

de restri¢do ou hibridizacao alelo-especifica.
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Figura 21. Elctroforese em agarose 1,5% de [ragmentos de ¢cDNA amplificados por PCR com os "primers" 1

¢ B2. 1. X174 Haclll, marcador; 2. 3. 4. produlos de amplilicagao com 592 pares de bascs.
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Figura 22. Autorradiogralia do gel de sequenciamento realizado com o "ﬁrimcr"ﬂl (PCR dc cDNA amplificado
com os "primers" f1 ¢ 82). Obscrvar que ¢ possivel determinar a seqiiéneia de nucleotideos de até
300 pb, isto ¢, metade do ¢cDNA da globina . Portanto, com apenas duas reagoes ¢ possivel

scquenciar toda a regido codificadora.
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Figura 23. Scquenciamentos dos fragmentos de DNA de portadores de Hb A (normal) ¢ Hb S, amplificados
com os "primers" 1 e 82 ¢ sequenciado com o "primer" 1. A subsliluigdo de GAG - GTG no "codon"
6 do gene da globina f, que resulta na altcragio do aminodcido Acido Glutimico para Valina

encontra-sc representada.
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Figura 24. Sequenciamento do [ragmento de DNA de portador de Hb Porto Alegre, amplificado com os

"primers" 81 e B2 ¢ sequenciado com o "primer” 1. A substitui¢do de TCT - TGT no "codon" 9 do

gene da globina 8, que resulla na alteragdo do aminodcido Serina para Cisteina cncontra-se
representada.
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Figura 25, Sequenciamento do fragmento de DNA de portador de Hb Santa Ana, amplificado com os "primers"
B1 e B2 e sequenciado com o "primer" 58. A substitui¢io de CCG - GTG no "codon" 88 do gene da

globina 8, que resulta na altcragdo do aminodcido Leucina para Valina encontra-sc representada.
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Sindromes Talassémicas g

Os experimentos iniciais foram conduzidos com o objetivo de padronizar o
método de sequenciamento para reconhecer mutagoes génicas pouco freqiientes. Assim,
foram estudados pacientes portadores de mutagoes previamente detectadas em nosso
laborat6rio pelo método de hibridizagdo com sondas alelo especificas (ASO) (Martins,
1993).
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Figura 26. Sequenciamento do fragmento de DNA de portador de talassemia3 39, amplificado com os "primers”
16 e 109 ¢ sequenciado com o "primer" P3. A substitui¢io de CAG - TAG no "codon" 39 do gene da
globina B resulta na alteragao do "codon" que codilica 0 aminodcido Glutamina por um "codon” de

terminagio ("stop codon").
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Figura 27. Scquenciamento do fragmento de DNA de portador de talassemia 8 IVS1-110, amplificado com os
"primers" A1 ¢ 109 ¢ scquenciado com o "primer” 16. A substituigio de G - A na posi¢ao 110 do "intron"

1 do gene da globina 8 enconltra-sc represenlada.
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Algumas das mais freqiientes variantes estruturais de hemoglobina, como por
exemplo, a Hb S ¢ a Hb C, podem ser identificadas através de métodos eletroforéticos
simples e teste de solubilidade em tampao fosfato de alta concentragdo. Entretanto, para a
identifica¢do de variantes menos freqiientes os procedimentos envolvendo os diferentes
tipos de eletroforese ndo sao suficientes. Nesses casos, em geral, sdo necessdrios o
isolamento da cadeia da globina anémala, separagdo em cromatografia ligiiida de alta
resolucdo dos peptideos dessa cadeia digerida com tripsina e anédlise de aminoécidos das
fragdes anormais. Esse tipo de anélise é complexo, consome considerdvel tempo em sua
realizagdo e requer equipamentos dispendiosos. Além disso, nos casos de hemoglobinas
variantes extremamente instdveis, ndo existe hemoglobina anémala disponivel para esse

tipo de andlise.

Outraabordagem para a caracterizacdo de hemoglobinas anormais seria a andlise
molecular com o0 emprego de amostras de DNA ou RNA. Algumas hemoglobinas variantes
podem ser identificadas por digestdo com endonucleases de restrigdo, pois essas mutagoes
abolem ou criam sitios de reconhecimento destas enzimas. A amplificagdo do gene pela
reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e a hibridizagdo com oligonucleotideos
alelo-espécificos (ASO) também podem ser aplicadas para detectar uma mutagio que,
entretanto, deve necessariamente ser previamente conhecida. Assim, este método nio é
titil na caracterizagdo de mutagdes desconhecidas. Nestes casos, a tinica abordagem possivel

est4 baseada em métodos que conduzem ao sequenciamento dos genes envolvidos.

Nos casos discutidos a seguir, a caracterizagdo das hemoglobinas anormais foi
levada a efeito pelo sequenciamento de DNA e posteriormente confirmada por digestao

com enzimas de restri¢gdo ou hibridizagao alelo-especifica.
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Familia 1

Este caso representa o segundo evento com comprovagao por andlise de
aminodcidos ou molecular da associagdo de HbS/HbD descrito no Brasil. Neste paciente,
assim como na familia previamente descrita (Zago & Costa, 1988), pode-se presumir uma
origem Africana para o gene da HbD-Punjab (8121 Glu - Gln), pois os pais da paciente
eram negros. Em apoio a esta hip6tese, a prevaléncia da HbD em negros norte-americanos
foi estimada em 0,1 a 0,4% (Bunn & Forget, 1986). De fato, varios casos esporadicos de
HbD foram descritos no Brasil e € possivel que a associacio HbS/HbD seja mais frequente
que sugerido pelos relatos da literatura (Zago & Costa, 1988; Naoum et al., 1993). Dessa
forma, o procedimento aqui relatado fornece um meio répido e preciso de identificagio

deste tipo de associagao.

Nessa familia foi possivel caracterizar a associagao HbS/HbD pelo
sequenciamento direto (em ambas as direcoes: 5°-3’ e 3’-5’) de fragmento amplificado e
pela digestao deste fragmento com a enzima EcoRI. Embora, esse Gltimo procedimento
seja rdpido e simples, podendo ser aplicado no reconhecimento de casos sugestivos deste
tipo de associagdo, deve ser lembrado que as variantes Hb Beograd (8121 Glu-Val) e
HbD-Arab (8121 Glu-Lys) sdo resultado de substitui¢io de aminodcido na mesma posigio
que aquela observada na HbD (Bunn & Forget, 1986). Portanto, apresenta alteragbes de
nucleotideos no mesmo "codon" 121, interferindo dessa maneira no local de
reconhecimento da enzima EcoRI. Entretanto, pelo fato dessas hemoglobinas serem
extremamente raras quando comparadas a freqiiéncia da HbD-Punjab, em geral nio é
necessiria a realizagdo de sequenciamento de DNA ou hibridizagio com sonda alelo
especifica com intuito de confirmar cada caso, podendo ser utilizada apenas a PCR e
digestdo com EcoRI. O resultado assim obtido, aliado ao padrio eletroforético permite
identificar a HbD. Em conclusdo, sugerimos que este procedimento seja adotado

rotineiramente em casos suspeitos de associagdo HbS/HbD ou heterozigotos para HbD.
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Familia 2

As hemoglobinas instaveis sdo muitas vezes de dificil caracteriza¢do por meio de
andlise proteica. Muitas podem nao ser detectadas através dos métodos eletroforéticos
disponiveis, apesar de apresentarem carga molecular alterada. Adicionalmente, os testes
de estabilidade podem fornecer resultados falso negativos. Além disso, a caracterizagio
estrutural - das seqiiéncias peptidicas depende da quantidade de hemoglobina anormal
disponivel para andlise e portanto do grau de instabilidade apresentado pela variante.
Variantes altamente instdveis da globina g freqiientemente ndo sdo detectiveis em

eritrdcitos do sangue periférico, embora sejam sintetizadas em ritmo normal.

O reconhecimento do estado heterozigoto da Hb Ziirich, sob condi¢des normais,
pode ser extremamente dificil. Ndo existem caracteristicas morfolégicas especificas nos
eritrécitos, pode existir ligeira reticulocitose e o nivel de haptoglobina sérica pode estar
moderadamente reduzido. Freqiientemente, a detecgdo desta condi¢do acontece em
episodios de anemia hemolitica grave apGs terapia com derivados de sulfonamidas. Sdo
observados entdo grandes precipitados de hemoglobina desnaturada nos eritrécitos,
metahemoglobina, hemoglobintiria e hemoglobinemia e, muitas vezes, sdo necessarias

transfusdes sangiiineas devido & gravidade da anemia.

.0 estado homozigoto para Hb Ziirich ainda néo foi descrito. Duas caracteristicas
da hemoglobina anormal sugerem que o estado homozigoto pode nio ser vidvel: (1) grande
instabilidade da molécula quando exposta ao calor ou oxidantes; (2) aumento da afinidade
da molécula pelo oxigénio (Dickerman et al., 1973). Por estas razdes, individuos
homozigotos podem néo sobreviver a transi¢do da sintese da cadeiay parag que tem inicio

na vida intra-uterina e continua durante os primeiros meses de vida.

A familia descrita neste trabalho representa o primeiro relato de Hb Ziirich na
América do Sul (Zago et al., 1988). A descrigdo original da Hb Ziirich foi feita em paciente
suico (Hitzig et al., 1960) e posteriormente outro caso foi descrito no estado de Maryland
nos Estados Unidos (Zinkhan et al., 1963). Nesses casos, como na paciente aqui estudada
(de origem portuguesa), episédios de hemélise foram desencadeados pela ingestdo de
drogas oxidantes (derivados de sulfonamidas). E interessante observar que um dos
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familiares aqui analisados apresentou hemolise aguda ap6s ingestio de salsichas. E possivel
que algum dos componentes utilizados na fabricagdo deste alimento possa ter atuado como

agente oxidante.

Duas outras variantes de hemoglobina raras, Hb M-Saskatoon (863 His - Tyr) e
Hb Bicetre (863 His - Pro) (Bunn & Forget, 1986), também podem ser detectadas pela
digestao com a enzima Nlalll, como resultado da mudanga no mesmo "codon". Entretanto,
a identificagdo da variante Ziirich foi rapidamente conduzida pela anélise molecular. O
sequenciamento direto do fragmento génico contendo o "exon" 2 mostrou a mutagdo
esperada (A - G) na segunda posicdo do "codon" 63. O sequenciamento direto do fragmento
foi realizado em ambas as direc¢oes (5’-3’ e 3’-5’). Adicionalmente, foi possivel identificar
essa mutagdo em outros familiares pela digestdo dos fragmentos amplificados com a enzima
Nlalll. Esse fato reveste-se de importancia porque fornece um método répido e preciso de

identifica¢do dessa hemoglobina anémala.

Em seu conjunto, os dados obtidos nesta familia permitiram desenvolver uma
técnica simples de identificagdo de hemoglobinas instéveis pelo sequenciamento de DNA
e um procedimento répido para a caracterizagio da Hb Ziirich pela digestdo com a enzima
NIlallL
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Familia 3

A Hb Koéln é a mais freqiiente das hemoglobinas inst4veis. No entanto, esta
hemoglobina possui poucas caracteristicas que permitem distingui-la de outras
hemoglobinas inst4veis, a ndo ser que seja realizada andlise estrutural da molécula da
hemoglobina. No que se refere as manifestagdes clinicas observa-se anemia moderada,
ictericia e excregdo persistente de urina escura (Fairbanks et al., 1969). A esplenectomia
reduz o grau de anemia e melhora o quadro clinico dos pacientes (Scottet al., 1960; Vaughan
et al., 1967).

O mecanismo pelo qual pode-se compreender como a substitui¢do do
amino4cido conduz 2 instabilidade desta hemoglobina sugere que a Valina presente na
cadeia B normal estd em intimo contato com a molécula heme. Uma mudanga na
configuragio estérica da cadeia da globina g neste ponto, devido a substitui¢do da Valina
pela Metionina (posigdo FGS), com sua cadeia lateral maior, pode alterar a facilidade com
que ocorre a redugdo enzimética do ferro ou resultar em um aumento da taxa de conversao

da metahemoglobina em hemoglobina desnaturada (Harley & Mauer, 1961).

Foi demonstrado que quando a Hb K6ln encontra-se na conformagéo oxigenada,
a molécula estd saturada com grupos heme, e portanto, estdvel. A transi¢do para o estado
oxigenado resulta na perda do grupo heme da cadeia B, subseqiiente instabilidade,
precipitagdo e formagdo de corpisculos de Heinz. Os corptisculos de Heinz sdo agregados
de produtos de degradagio citoplasméticos que se ligam a4 membrana celular. Esses
produtos de degradagdo sdo constituidos basicamente de globina desnaturada ¢

hemicromos (grupos heme, cujo ferro esté covalentemente ligado a proteina).

No Brasil foram descritos alguns casos de Hb Kdéin identificados pela anélise
proteica (Naoum et al., 1993). Em nosso trabalho a identificagdo dessa variante foi levada
a efeito pelo sequenciamento de DNA (em ambas as dire¢des: 5°-3’ e 3’-5’), 0 que permitiu,

como no caso da Hb Ziirich, rdpida caracterizagdo da Hb andmala.

Para confirmar esse achado e desenvolver um procedimento mais simples para
detectar a Hb Koln a técnica empregada foi a hibridizagdo com oligonucleotideos

alelo-especificos. A escolha deste método decorre da inexisténcia de um sitio de restrigdo
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conhecido na posigdo onde ocorre esta mutagdo. Assim, naqueles casos em que os dados
clinicos e o padrdo hematolégico e eletroforético sugerem Hb Koln, a confirmagdo dessa
variante pode ser conduzida por este procedimento, evitando a tediosa andlise protéica

(Rahbar et al., 1991; Wajcman et al., 1991a e b).
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Familia 4.

A posi¢do G6 € ocupada, em todas as cadeias de hemoglobina conhecidas por
Lisina ou Arginina, indicando que este residuo tem um papel importante na estrutura
tetramérica da hemoglobina. De acordo com o modelo de Perutz (1987), a cadeia lateral
do residuo G6 se estende para o interior da cavidade da molécula da globina. Sua carga
positiva ajuda a definir a natureza hidrofilica da cavidade e contribui para estabilidade pela
formacgdo de uma ponte iénica com um Acido Glutamico vizinho. Desse modo, o residuo
desta posicdo contribui para a estabilidade do tetrdmero da hemoglobina, e ndo ¢
surpreendente que a Hb Camperdown (8104 Arg - Ser) demonstre um decréscimo de sua
estabilidade. Assim, a Hb Camperdown também é considerada uma hemoglobina instével.
Nao obstante, os portadores dessa variante ndo apresentam alteragdes clinicas significativas.

A paciente descrita neste trabalho representa o primeiro caso de Hb
Camperdown descrito no Brasil, além de ser o Gnico em que foi conduzida a anélise
molecular. A identifica¢do dessa variante foi conseqiiéncia de analise molecular. Como nio
foi possivel obter um padrdo eletroforético sugestivo de hemoglobinas anormais
conhecidas, 0 método de rastreamento para localizar a regido da‘mutagéo foi o SSCP.

O progresso técnico na determinagdo de seqiiéncias de DNA tem resultado em
uma enorme quantidade de dados que permitem nao s6 responder questdes bioldgicas, mas
também apresentam potencial para utilizagdo clinica no diagndstico de neoplasias e
anomalias hereditdrias, principalmente as caracterizadas por mutagoes de ponto. Até
recentemente, estes dados eram provenientes de técnicas de clonagem, sequenciamento e
anélise de polimorfismo de comprimento de fragmentos de restri¢io (RFLP) por Southern
blot (Botstein et al., 1980). Com o advento da PCR, um novo caminho foi encontrado na
deteccdo dessas mutagdes. Neste contexto, Orita e colaboradores (1989a e b), simplificando
a técnica de eletroforese em gel com gradiente de desnaturacio (DGGE) (Fisher &
Lerman, 1983; Myers et al., 1985 a, b, c; Myers & Maniatis, 1986), desenvolveram a anélise
de polimorfismo de conformacgdo em hélice simples pela reagdo em cadeia da polimerase
(PCR-SSCP), a qual figura como uma técnica simples, rdpida e satisfatéria na deteccdo de
mutacgdes. Nela a seqiiéncia em estudo é marcada com radioatividade, simultaneamente a

sua amplificacdo pela PCR. O produto amplificado é entdo desnaturado e submetido a
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eletroforese em gel de poliacrilamida. As mutagdes sdo observadas na autorradiografia
como bandas separadas por mobilidade alterada. Posteriormente, a mutagdo pode ser

caracterizada através de sequenciamento (Orita et al., 1989 a e b; Murakami et al., 1991).

O principio deste método consiste no fato de que a mobilidade eletroforética de
uma particula em um gel é dependente de sua forma e tamanho. Em condigbes nao
desnaturantes, DNA em fita simples possui uma conformagéo estrutural determinada por
interagdes intramoleculares e por sua seqiiéncia. A andlise por SSCP detecta a seqiiéncia
mutante como uma mudanga na mobilidade eletroforética em gel de poliacrilamida (dado
ao alto poder de resolucdo deste tipo de gel) causada pela alteragdo da conformagédo
estrutural (Hayashi, 1991).

Embora esta anélise seja relativamente nova, e somente um limitado niimero de
resultados publicados estejam disponiveis, j4 podemos citar alguns exemplos de sua
aplicabilidade na investigagdo de varias mutagdes somdticas das familias do oncogene RAS
(Suzuki et al., 1990); gene pS5S3 (Murakami et al, 1991); gene responsével pelo
retinoblastoma (Murakami ef al., 1991); na detecgéo de polimorfismos de DNA, como no
gene receptor de dopamina D2, refutando a associagdo deste gené com o alcolismo (Bolos
et al., 1990); ou ainda na caracterizagdo de vérias mutagdes novas: no gene regulador da
conduténcia transmembrana (CFTR), responsével pela fibrose cistica (Dean et al., 1990;
Iannuzzi et al., 1991); no gene responsével pela neurofibromatose tipo 1 (Cawthon et al.,
1990); no gene da variante B1 da doenga de Tay-Sachs (Ainsworth et al., 1991); no gene do
fator IX da coagulagio (Demers et al., 1990); no gene da deficiéncia da glicose-6-fosfato
desidrogenase (Calabrd et al., 1993) e no rastreamento de alelos da talassemia 8 (Nozari &
Rahbar, 1991).

Ao lado de técnicas como o ARMS (amplification refractory mutation system)
(Weatherall, 1991), 0 AMD (amplification and mismatch detection) (Sheffield et al., 1989),
0 CCM (chemical cleavege mismatch), o TGGE (temperature gradient gel electrophoresis)
(Nozari & Rahbar, 1991) e o DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis), a SSCP
baseia-se no principio da ndo complementaridade em uma ou poucas bases para fornecer
dados no rastreamento de mutagdes de ponto ou pequenas delegdes ou inser¢oes no DNA

genomico. A principal vantagem do método de DGGE € a auséncia de isGtopos radioativos,
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no entanto, a necessidade da utilizacio de "primer" com longas seqiiéncias GC ("GC clamp")

o torna, em geral, demasiadamente dispendioso para uso rotineiro.

No caso aqui estudado a técnica de SSCP foi capaz de reconhecer, com clareza,
aregiao da mutagdo que foi posteriormente identificada pelo sequenciamento de DNA (em
ambas as direcoes: 5-3’ e 3’-5’). Foi possivel também, reconhecer o padrao anormal na Hb
Ziirich j4 anteriomente caracterizado por sequenciamento. Desse modo, o método de SSCP
se apresenta como um excelente procedimento para rastreamento inicial das mutagdes nas
hemoglobinas anormais. Além disso, foi possivel desenvolver um procedimento para

reconhecer a mutagio pela digestdo do fragmento amplificado com a enzima HphL
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Paciente 5

O estado heterozigoto para as variantes de hemoglobina do tipo Lepore
apresenta caracteristicas clinicas e hematolégicas semelhantes a talassemiaﬂ
heterozig6tica, enquanto os homozigotos apresentam forma grave de anemia, associada a

auséncia de sintese de cadeias g (Bunn & Forget, 1986).

Esta hemoglobina anormal foi previamente identificada por anélise peptidica, a
qual nio permite reconhecimento preciso da regido do "crossing over" ao nivel de DNA.
Estudos de mapeamento génico dos trés tipos de hemoglobina Lepore permitiram estreitar
a regido envolvida na recombinagdo, mas somente dados de sequenciamento de DNA

podem forner informagoes precisas referentes ao ponto de quebra (Metzenberget al., 1991).

Nas pacientes aqui estudadas o tamanho do fragmento obtido na reagdo de PCR
(605 pares de bases) comprova a presenga do gene mutante hibrido, resultado da fusdo da
por¢do 5’ do gene da globina d e a porgio 3’ do gene da globina 8. Uma vez que esses genes
encontram-se separados por cerca de 7 kilobases, somente o gene hibrido € amplificado em

uma reagao normal.

Os dados de sequenciamento indicam primeiro que a variante € a Hb Lepore
Batimore e que o ponto de quebra no "crossing over" estd situado em umaregido de 51 pares
de bases no segundo "exon". Nesta regido, os genes é e 8 (que deram origem ao hibrido) sao
idénticos, como previamente reportado por Metzenberg e colaboradores (1991). O ponto
de quebra no "crossing over" das Hb Lepore-Boston e Lepore-Hollandia estdo em
diferentes regides de 58 e 40 pares de bases, respectivamente, onde os genes e 8 também

sao idénticos.

Com o objetivo de comparar essa familia, possuidora de Hb Lepore Baltimore,
com aquelas previamente descritas na literatura foram conduzidos estudos para
determinagdo dos haplétipos do complexo de genes g nessas pacientes. Em contraste com
as seqiiéncias codificadoras de RNAm, as quais demonstram pouca ou nenhuma
variabilidade entre individuos, as regides intergenes e os "introns" podem variar

significativamente de uma pessoa para outra. Este fato € explicado provavelmente pela
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auséncia de regides funcionais no DNA extragénico, sem conseqiiéncias negativas devido

a selegao natural.

A geragdo de fragmentos de DNA de diferentes tamanhos fornece evidéncia de
variabilidade na regiao testada, chamada polimorfismo de comprimento de fragmento de
restrigdo. Existem duas causas para este polimorfismo: substitui¢do de base dentro da
seqiiéncia de reconhecimento da endonuclease de restri¢io, € variagdo no comprimento do
DNA presente em diferentes individuos entre dois sitios de restri¢do consecutivos.

Estes polimorfismos ndo ocorrem em associacao a outros de maneira totalmente
casual. Assim, combinagoes especificas ou grupos de polimorfismos, chamados haplétipos,
foram identificados em alta freqiiéncia em diferentes populagdes. A andlise de haplétipos
tem sido muito 1til no estudo genético das anomalias hereditarias que afetam os genes da
globina. Em particular, o estabelecimento de relagdo entre um dado haplétipo e um gene
para talassemia g pode resultar em diagndstico pré-natal por andlise de DNA obtido por
amniocentese ou biépsia de vilosidades corifnicas. Anélise de haplétipos tem também
facilitado estudos da base molecular da talassemia g, identificando individuos com novas
mutagdes .e demonstrando a extraordindria heterogeneidade do gene ﬂs, que sugere a
ocorréncia de miltiplas mutagoes separadas como base desta desordem (Orkin & Kazazian,
1984).

Estudos de haplétipos tém também sugerido uma inesperada e elevada
freqiiéncia de eventos de recombinacdo entre as extremidades 5’ e 3’ do grupo de genes
ndo-«. Foi proposta a existéncia de um "hot spot" para recombinag¢io em algum lugar entre
a extremidade 5’ do gene da globina é e a extremidade 5’ do gene da globina 8. Essa regido
¢ possivelmente um bloco de dinucleotideos TG repetidos no ponto médio entre os genes
é e g (Lanclos et al., 1987).

Virios estudos tém demonstrado que a Hb-Lepore-Boston é a variante Lepore
predominante na Italia (Camachella et al., 1989; Fioretti et al., 1992; Iolascon et al., 1992).
A Hb-Lepore-Baltimore foi descrita em uma familia do norte da Sardenha, mas uma
possivel origem espanhola pode ter ocorrido nesta familia estudada. A familia estudada

neste trabalho é de origem italiana, e conseqiientemente o gene anormal pode ter

-91-



possivelmente se originado na Itdlia. A andlise de hapl6tipos, nas pacientes aqui estudadas,
forneceu resultados diferentes daqueles reportados por Lanclos e colaboradores (1987) em
cinco membros de uma familia espanhola com Hb-Lepore-Baltimore. Nossos dados
sugerem que, como descrito para a Hb-Lepore-Boston, mutag¢des independentes para

Hb-Lepore-Baltimore tenham também surgido em diferentes partes do mundo.

Os casos aqui descritos representam a primeira descrigdo da
Hb-Lepore-Baltimore na América do Sul e a segunda descrigdo da regido do ponto de
quebra neste gene variante. Estas observacoes também enfatizam o alto grau de

miscigenacdo racial caracteristico da populagio brasileira.
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Hemoglobinas Variantes Identificadas pelo Sequenciamento de RNAm (RT-PCR)

O sequenciamento dos genes da globina humana é geralmente realizado com a
utilizagio de DNA gendmico extraido de leucécitos de sangue periférico. A reagao € feita
ap6s amplificagio, por PCR, de parte ou de todo o gene da globina e inclue vdrias reagoes
de sequenciamento com "primers" internos para completar a caracterizagdo de cada um dos

trés "exons".

O sequenciamento do cDNA obtido de RNA mensageiro extraido de
reticulécitos tem sido empregado principalmente para a detecgdo de mutagbes em genes
longos e com muitos "exons", como acontece nos defeitos hereditérios do citoesqueleto de
eritrécitos e na hemofilia A (Tse et al., 1991; Naylor et al., 1991).

'Desde que a mutagdo ndo provoca a interrupgdo da transcrigdo génica e a
proteina anormal é sintetizada, o RNAm de reticul6citos figura como um molde muito bom
para sequenciamento, uma vez que somente os "exons" estdo presentes. Este procedimento

é ideal para a andlise de genes como os descritos na parégrafo anterior.

Somente um trabalho na literatura descreve a utilizagio de RNAm para a
identificagdo de hemoglobinas variantes (Liu et al., 1992). Neste trabalho, descrevemos
modificagdes no método de extragdo de RNA, na estratégia de sequenciamento do gene ¢

na sua aplicacdo para a caracterizagdo de globinas variantes.

Desse modo, é possivel a obtengdo de toda a seqiiéncia codificadora do gene da
globina 8 com os mesmos "primers" utilizados na amplificagio. Se necessério, apds a
mutagdo ser identificada por esse rastreamento inicial, ela pode ser confirmada por
sequenciamento com "primers" internos, hibridizagio com sondas alelo-especificas ou

digestdo com enzimas de restri¢do apropriadas.

Este procedimento apresenta vantagens sobre outros métodos previamente
descritos para identificacio de hemoglobinas variantes por andlise protéica e de DNA. A
extragdo de RNA é simples, rdpida e ndo requer cloreto de césio, cloreto de guanidina ou
proteinase K. O sequenciamento direto do produto de PCR obtido por transcriptase reversa

permite analisar todo o gene da globina 8 em apenas duas reagdes. Portanto, este método
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deve ser 1til para a identificagdo rdpida de hemoglobinas variantes, incluindo também as
mutagdes da globina «, sem a necessidade de se recorrer aos complexos procedimentos

analiticos de quimica de proteinas.

" A utilidade desse método foi demonstrada na identificagdo de duas
hemoglobinas anormais extremamente raras, a Hb Porto Alegre (89 Ser - Cys) e a Hb Santa
Ana (B 88 Leu - Val). Importa ressaltar, que a Hb Porto Alegre foi descrita, como o nome
indica, pela primeira vez em individuo estudado em Porto Alegre no Brasil (Tondo &
Salzano, 1962; Tondo et al., 1973 e 1974).
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Sindromes talassémicas

Diferentemente da maioria das hemoglobinopatias estruturais, as anormalidades
moleculares das talassemias 8 devem obrigatoriamente serem pesquisadas em DNA
gendmico e ndo em RNA. Esta afirmagio advém do fato que grande parte das mutagoes
talassémicas origina RNAm instével e de dificil detec¢do em reticul6citos. Além disso, um

nimero considerdvel dessas mutagbes ocorre em "introns".

_Consoante esses dados, a andlise dos pacientes talassémicos aqui estudados foi
conduzida em DNA gendémico. O sequenciamento direto dos fragmentos amplificados
permitiram a identificagdo das mutagdes (C-T) no "codon” 39 (CD 39) e a (G - A) naposi¢ao
110 do "intron" 1 (IVS1-110) nos pacientes em que estas anormalidades eram previamente
conhecidas (Martins, 1993). No entanto, é previsivel que com uma maior utilizagdo do
sequenciamento de DNA na identifica¢do de mutagdes das sindromes talassémicas, outros

pacientes possam ser identificados.

Os genes da globina g podem apresentar na talassemia 8, mutagoes que geram
um "codon" de terminagdo ("nonsense mutation" - "stop codon") ou que alteram aleitura do
gene ("frameshift mutations"). Essas mutagdes conduzem a uma terminagdo prematura da
cadeia durante a tradugdo. Nestes casos, nenhuma globina g € produzida. Portanto, estes
genes sao do tipo ;30. A mutagdo "nonsense" no "codon" 39 é importante porque estd
presente em 30% dos alelos da talassemia g entre individuos de origem Mediterranea e
relaciona-se a uma presenga de RNAm grandemente reduzida nas células eritréides (Orkin

& Kazazian, 1984).

Genes que determinam a talassemia # podem também apresentar substitui¢des
de nucleotideos no interior de "introns". Em geral, estas mutagdes exercem efeitos
deletérios no processamento de RNA, criando novos sitios de "splicing" nos "introns", e
alterando o processamento normal. O primeiro gene deste tipo a ser caracterizado
apresenta substitui¢io de G - A no "intron" 1, posi¢do 110 (IVS1-110). A alteragio no
"splicing" normal, devido a criagdo de um novo sitio aceptor, conduz a uma terminagao
prematura da traducio do RNAm. Esta mutagdo é do tipo g * uma vez que pequena
percentagem de § RNAm normal é produzido (Orkin & Kazazian, 1984).
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Em seu conjunto, os resultados deste trabalho permitiram a padronizagio do
método de sequenciamento direto de fragmentos de DNA gendmico e cDNA amplificados
pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) na investigagdo de hemoglobinopatias

estruturais e talassémicas.

-96-



CONCLUSOES



1. O método padronizado para sequenciamento direto de fragmentos do gene da
globina 8, amplificados pela reagdo em cadeia da polimerase foi uma variagdo da
técnica de Sanger, empregando Taq DNA polimerase e ciclos varidveis de

temperatura.

2. A caracterizagdo da Hb D (8121) foi conduzida por sequenciamento direto do
fragmento amplificado pela PCR, e o procedimento simplificado de detecgao

desta hemoglobina variante foi estabelecido pela digestdo com a enzima EcoRI.

3. A caracterizagdo da Hb Ziirich (863) foi levada a efeito por sequenciamento direto
do fragmento amplificado pela PCR, e o procedimento simplificado de detecgao

desta hemoglobina variante foi estabelecido pela digestdao com a enzima NIlalll.

4. A caracterizacdo da Hb Koln (898) foi feita pelo sequenciamento direto do
fragmento amplificado pela PCR, e o procedimento simplificado de detecgao
desta hemoglobina variante foi estabelecido pela hibridizacdo com

oligonucleotideos alelo especificos.

5. A caracterizagdo da Hb Camperdown (8104) foi realizada através de
sequenciamento direto do fragmento amplificado pela PCR, e o procedimento
simplificado de detecgao desta hemoglobina variante foi estabelecido pela
digestao com a enzima Hphl. O método de rastreamento inicial para detecgdo de
mutacdes de ponto no gene da globina g foi padronizado, nesse caso, pela anélise
por SSCP.
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6. A caracterizagdo da Hb Lepore Baltimore (650886) foi conduzida pelo
sequenciamento direto do fragmento amplificado pela PCR. A anilise de
haplétipos dos portadores de Hb Lepore Baltimore permitiu inferir que esta
variante, assim como a Hb Lepore Boston deve ter surgido como mutagio
independente.

7. O método de sequenciamento de cDNA, obtido a partir de RNAm extrafdo de
reticul6citos de sangue periférico, foi estabelecido, simplificando e tornando mais
}épida a identifica¢do de variantes estruturais. Permitiu a confirmagio de duas
mutacdes em hemoglobinas raras (Hb Porto Alegre 9 e Hb Santa Ana 888).
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RESUMO



O estudo das hemoglobinas humanas tem contribuido substancialmente para o
entendimento de principios genéticos bésicos e para a aplicagio de novos métodos na
andlise de doengas. A utilizagdo de abordagem molecular na investigagdo dos genes da

globina tem conduzido a um rapido progresso no entendimento de sua estrutura e fungao.

Neste trabalho foi levada a efeito a padronizagdo do método de sequenciamento
direto de fragmentos de DNA gendémico e cDNA amplificados pela reagdo em cadeia da

polimerase (PCR) na investigacdo de hemoglobinopatias estruturais e talassémicas.

As hemoglobinas variantes: Hb D (8121), Hb Ziirich (863), Hb Kdéln (898), Hb
Camperdown (8104) e Hb Lepore Baltimore (650886), além das mutagbes talassémicas:
CD39 e IVS1-110 foram identificadas por sequenciamento direto, sendo que as alteragoes
estruturais foram confirmadas por digestdo com endonucleases de restri¢do ou hibridizagio
alelo especifica. O método de SSCP foi estabelecido para o rastreamento de mutagoes de
ponto no gene da globina . Foi descrito ainda, um método simples e rdpido para detecgio
molecular de mutagdes estruturais do gene da globina g por sequenciamento de cDNA
obtido a phrtir de RNAm extraido de reticulécitos de sangue periférico. Com o emprego
deste procedimento foram caracterizadas duas variantes raras: Hb Porto Alegre (89) e Hb
Santa Ana (888).

Em conclusao, os dados sugerem que a abordagem descrita ¢ muito til na
detec¢do de variantes de hemoglobina, e devera substituir gradativamente a complexa

anélise protéica na identificagdo de Hb an6malas.
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SUMMARY



The study of human hemoglobins has contributed substantially to the
understanding of basic genetic principles and to the application of new methods in the
analysis of disease. The use of molecular analysis to the study of globin genes has led to rapid

progress in the understanding of their structure and function.

"In this work, we carried out the direct sequencing of the polymerase chain
reaction amplified products from genomic DNA and ¢cDNA and the investigation of

structural and thalassemic hemoglobinopathies.

The hemoglobins: Hb D (8121), Hb Ziirich (863), Hb Koln (898), Hb
Camperdown (8104), Hb Lepore Baltimore (650886) and the thalassemic mutations: CD
39 and IVS1-110 were identified. The structural alterations were confirmed by digestion
using restriction endonucleases or allele-specific hybridization. The SSCP analysis was
established to the investigation of point mutations in the g globin gene. The Hb Lepore was
studied by haplotype analysis. A simple and rapid method for the molecular detection of
B-globin structural mutations was described using a reverse transcription polymerase chain
reaction of reticulocyte mRNA and direct sequencing of the product. Employing this
procedure were characterized two rare variants: Hb Porto Alegre (89) e Hb Santa Ana

(888).

In conclusion, it is suggested that this approach should be very useful to detéct
hemoglobin variants, and should replace the complex procedures as protein analysis.
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