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RESUMO

A anemia falciforme é resultante da mutacdo de um nucleotideo no gene da beta
globina humana, que promove a substituicdo de um residuo de acido glutdamico no
sexto codon por uma valina. Esta alteracdo promove a formacéo de polimeros de
hemoglobina S desoxigenada, que alteram a forma do eritrécito e sdo responséveis
pelos efeitos clinicos, como a vaso-oclusdo, associados a esta patologia. A
prevaléncia do alelo S na populacdo brasileira € de aproximadamente 2,3%,
predominando em afro-brasileiros, e cerca de 1000 novos casos sao reportados por
ano. Neste trabalho, comparou-se a eficiéncia dos métodos de triagem para a
hemoglobina S realizados em bancos de sangue (teste de solubilidade, teste de
falcizacdo e eletroforese de hemoglobinas em pH alcalino) com a deteccdo da
mutacdo S (GAG—~> GIG; rs344) pelo ensaio de PCR-RFLP utilizando a enzima
HpyF3 I. Novas variacfes genéticas no gene da beta globina foram triadas na regido
que flanqueia a mutacdo S utilizando a técnica de PCR-SSCP. As concentracdes
séricas de parametros bioquimicos foram associadas com 0s grupos em estudos. A
amostra foi composta por 498 individuos coletados no Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Parana (HEMEPAR), classificados por ensaios de triagem para a
presenca da HbS em Grupo AA (n=224, grupo controle normal), Grupo AS (n=231,
pacientes com traco falcémico) e Grupo SS (n=45, pacientes com anemia
falciforme). A comparacdo entre 0s ensaios de triagem convencionais com a
deteccdo da mutagdo por PCR-RFLP apresentou uma concordancia de
aproximadamente 98%. O Unico paciente que apresentou divergéncia nas analises
mostrou-se como SS nos ensaios de triagem e AS no ensaio de PCR-RFLP,
resultado confirmado por seqiienciamento de DNA. A hipétese prevalente é que este
individuo apresente uma dupla heterozigose com o alelo S, sendo a HbD-Los
Angeles a outra variante possivelmente envolvida, pela sua maior freqiéncia em
nossa populacdo. O ensaio de PCR-SSCP permitiu identificar duas variagdes no
mesmo sitio polimoérfico na populacdo em estudo. As variagbes HBB:c.9C>T e
HBB:c.9C>G, a ultima observada em apenas um individuo (0,2% da amostra). A
variacdo HBB:c.9C>T apresentou uma frequéncia do alelo T de 14% na amostra em
estudo e a frequéncia deste alelo foi significativamente menor nos grupos que
contemplam o alelo S. A concentracdo sérica de colesterol total reduziu
significativamente nos grupos que apresentam o alelo S, mostrando uma reducéo de
cerca de 20% no grupo com anemia falciforme quando comparado ao grupo AA,
sendo o parametro bioquimico que isoladamente melhor discriminou 0s grupos em
estudo. Concentracdes de colesterol total menores que 150 mg/dL associadas a
concentracdes de proteina total superiores a 7,0 g/dL permitiram identificar 70% dos
individuos do grupo SS, sendo estes parametros laboratoriais sugeridos como
biomarcadores para a patologia em estudo. Foi demonstrado que as concentragoes
de produtos de glicacdo avancada fluorescentes, marcadores de processos
inflamatorios, ndo estdo associadas com a anemia falciforme na amostra em estudo.

Palavras chave: anemia falciforme, mutacéo S, gene da beta globina, PCR-RFLP,
PCR-SSCP, variacao genética, parametros bioguimicos.



ABSTRACT

Sickle cell disease results of a point mutation in the human beta globin gene. The
substitution of a glutamic acid for valine on codon 6 promotes the variant hemoglobin
(HbS) to polymerize when deoxygenated. This process changes the eritrocyte shape
and it is responsible for the pathogenic effects such as vase-occlusion, associated
with this pathology. The prevalence of S allele in Brazilian population is
approximately 2.3%. Sickle cell anemia is more predominant in Afro-Brazilian
descendents, and about 1,000 of new cases are report each year. In this work, we
compared the efficiency of the S hemoglobin detection methodologies performed in
Blood Banks (falcization test, solubilization test and alkaline Hb electrophoresis) with
the DNA mutation detection (GAG—~> GTG,; rs344) by PCR-RFLP with HpyF3I as the
restriction enzyme. Also, new genetic variations were searched with PCR-SSCP
methodology in the S mutation flanking region. Finally, serum levels of biochemical
parameters were compared among the studied groups. The blood samples at 498
subjects were collected in the Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parana
(HEMEPAR) and classified by the screening assays in Group AA (n=224, control
group), Group AS (n=231, patients with sickle cell trait) and Group SS (n=45, patients
with sickle cell anemia). The comparison among blood bank screening for HbS
detection with PCR-RFLP showed an agreement of about 98. The only one patient
which showed different results was reported as SS in the screening assays and as
AS and the PCR-RFLP methodology. The last result was confirmed by DNA
sequence analysis. The first hypothesis was that the subject envolved showed
double heterozygosis with the S allele and the other hemoglobin such as HbD-Los
Angeles witch has the higher frequency in our population. The PCR-SSCP
methodology were able to identify two genetic variations on the some polymorphic
site in the studied population. The variations HBB:c.9C>T and HBB:c.9C>G with the
last one observed in only one subject (0.2% of the sample). The T-allele of
HBB:c.9C>T variation showed a 14% frequency in the studied sample. The
frequency of this allele was significantly lower in the groups with the S allele. The
total cholesterol serum level was significantly lower in the groups with the S allele.
The SS group showed a reduction about 20% in the serum cholesterol level when
compared with AA group. Total cholesterol was the best discriminated laboratory
parameter among the study groups. The combined cholesterol levels bellow 150
mg/dL with the total protein concentration above 7.0 g/dL allowed the identification of
70% of the subjects in the SS group. These both parameters were suggested as
laboratory biomarkers for the study pathology. Finally, the fluorescent advanced
glycation end products serum concentration, an inflammatory marker, was not show
associated with sickle cell anemia in the studied sample.

Key words: sickle cell anemia, S mutation, beta globin gene, PCR-RFLP, PCR-
SSCP, genetic variation, biochemical parameters.
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1 INTRODUCAO

Os genes que codificam as globinas da molécula de hemoglobina podem
sofrer mutagdes que alteram a funcionalidade desta proteina. A hemoglobina S
(HbS) é resultado de uma mutacdo de ponto no gene da beta globina
(HBB:c.20A>T), produzindo uma alteracdo estrutural na molécula. A alteragao
molecular é caracterizada pela substituicdo de um nucleotideo no sexto cédon do
gene da beta globina, onde uma adenina é substituida por uma timina (INGRAM,
1956). Esta mutacdo (GAG—GTG) resulta na substituicido de aminoacidos, onde o
residuo glutamil é substituido por um residuo valil (6 Glu—Val). Como
consequéncia desta variagdo genética em unico nucleotideo e de alteragdes na
estrutura terciaria da molécula, a HbS sofre polimerizagdo quando desoxigenada
(SERJEANT, 1999).

A HbS, assim denominada devido ao formato de foice (do inglés, sickle) que
confere as hemacias desoxigenadas, € responsavel por um amplo espectro de
disturbios que variam em relagdo ao grau de anemia, frequéncia de crises vaso-
oclusivas e extensao da lesao vascular (LEE et al., 1998). As manifestagdes clinicas
da doenca falciforme sao variaveis e dependentes do fendmeno de falcizagao o qual
leva a oclus&o vascular e em menor grau, do grau de anemia associada.

A maior prevaléncia da anemia falciforme € no continente africano e em
paises que participaram no trafico de escravos. No Brasil, a anemia falciforme
distribuiu-se heterogeneamente, sendo mais freqliente onde a proporgdo de
antepassados afro-descentes da populagdo é maior. Com base em estudos de
prevaléncia, estima-se a existéncia de mais de 2 milhées de portadores do gene da
HbS no Brasil, representando mais de 8 mil individuos afetados com a forma
homozigotica (ANVISA, 2002).

Varios métodos para a deteccdo de hemoglobinas anormais estéo
disponiveis, entre estes os testes de solubilidade e de falcizagéo, a eletroforese de
hemoglobinas, a focalizagao isoelétrica, a cromatografia liquida de alta pressao e a
espectrometria de massa. Os métodos moleculares com base na pesquisa de
alteracées no DNA fazem parte do arsenal diagnostico moderno (LOREY et al, 1994;
PAPADEA; CATE, 1996).

Métodos que detectam alteracbes no DNA, como a reacido em cadeia da

polimerase (PCR), seguida da digestdo com enzima de restricdo apropriada ou do
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sequenciamento de DNA, apresentam elevada especificidade, porém sao pouco
utilizados, devido ao custo elevado e a necessidade de equipamentos especiais. No
entanto, & crescente a popularizagdo das metodologias moleculares na detecgédo da
HbS e de outras variantes genéticas da hemoglobina.

O estudo das alteragbes moleculares associadas a hemoglobinopatia S
possibilita uma melhor compreensao dos sitios iniciais do aparecimento da mutagao
do gene B® no planeta, bem como de alteracdes estruturais e funcionais no eritrocito
delas decorrentes. Este estudo pode ainda possibilitar um entendimento mais amplo
dos aspectos clinicos envolvidos no curso da evolucdo da doenga, tornando mais
compreensivel o entendimento da existéncia de diferentes intensidades de sinais e
sintomas que se apresentam nos pacientes acometidos pela mutacdo génica da
anemia falciforme (GALIZA; PITOMBEIRA, 2003).

A variabilidade genética do gene da beta globina humana é grande, sendo
descritos mais de 750 polimorfismos. O exon 1 do gene da beta globina humana
codifica para uma regido da proteina importante para a manutengdo de sua
conformacéo (hot spot). E neste sitio que se encontra a mutacdo S e a mutagdo C
(HBB:c.19G>A). Sao poucos os estudos de outras variantes genéticas do gene da
beta globina, além da mutacdo S, na populagdo brasileira e em particular na
populagéo paranaense.

Neste estudo, a presenca da HbS foi detectada através de técnicas
moleculares, utilizando-se a reacdo de polimorfismos de comprimentos dos
fragmentos de restricdo (PCR-RFLP) e confrontando os resultados moleculares com
a metodologia tradicional de deteccdo empregada em hemocentros. Também foram
identificadas outras possiveis variagbes genéticas no exon 1 do gene da beta
globina humana e suas frequiéncias na populagao paranaense através da técnica de
polimorfismo conformacional de fita simples (PCR-SSCP). A identificacdo das
caracteristicas moleculares do exon 1 da beta-globina podera estabelecer o padréo
genético da populagdo paranaense de doadores de sangue e de pacientes
portadores de HbS e, em estudos futuros, associar os eventuais polimorfismos
detectados com a etnia, caracteristicas fenotipicas da doenga e mesmo seu padrao

de resposta terapéutica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Detectar a presenca e a frequéncia de outras variagbes genéticas na regiao
que flanqueia a mutagdo S no exon 1 do gene da beta globina humana em uma

populacdo do estado do Parana, Brasil.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar a amplificacdo da regiao do exon 1 do gene da beta globina
envolvida na hemoglobinopatia S através da reacdo em cadeia da

polimerase (PCR);

e Caracterizar a mutagdo da hemoglobina S através da reagdo de PCR-
RFLP;

e Otimizar a reacdo de PCR-SSCP para a regiao do exon 1 do gene da beta

globina para a detecgédo de novas variagdes genéticas;

e Avaliar a utilidade da técnica de PCR-SSCP para estudos em larga escala

e aplicacao na rotina em pacientes com anemia falciforme;

e Caracterizar as variagdes genéticas diferentes da mutacdo S através da

reacao de sequenciamento de DNA do exon 1 em estudo;

e Correlacionar os gendtipos associados a hemoglobina S com as
concentragdes séricas de colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol,
triglicérides, creatinina, proteina total, albumina e produtos de glicacéo

avancgada fluorescentes.
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3 REVISAO DE LITERATURA

A sindrome das células falciformes € a mais comum das alteragdes
hematoldgicas hereditarias conhecidas no homem. Sua distribuicdo € ampla,
abrangendo todos os continentes, notadamente a Africa, a América do Norte e a
América Latina. No Brasil, ela se distribuiu heterogeneamente, sendo mais freqlente

nas regides onde a populagao de origem africana € maior.

3.1 ESTRUTURA DA MOLECULA DE HEMOGLOBINA

A hemoglobina é uma proteina composta por quatro cadeias globinicas,
associadas uma a uma a grupos heme. O grupo heme € um complexo que contém
um atomo de ferro central em uma estrutura protoporfirinica (BUNN; FORGET,
1986). Em adultos normais, a hemoglobina A (HbA), cerca de 98% da hemoglobina
total, € formada por duas cadeias alfa e duas cadeias beta (Figura 1). A
hemoglobina A, (HbA;), com concentracdo de até 3,5% da hemoglobina total, é
formada por duas cadeias alfa e duas cadeias delta; e a hemoglobina fetal (HbF),
que representa até 1% da hemoglobina total, € formada por duas cadeias alfa e
duas cadeias gama. Durante o desenvolvimento fetal, predomina a sintese de
cadeias gama associadas as cadeias alfa, uma vez que ainda ndo ha formacéao de
cadeias beta, originando grandes propor¢cées de hemoglobina fetal (SCHMIDT,
1973).

Glu 6

FIGURA 1 — Estrutura da molécula de hemoglobina A.
Estrutura das cadeias globinas com destaque para a posi¢ao do acido
glutdmico, na cadeia beta, sitio da mutagéo S.
FONTE: GARLAND, 1999.


http://www.kgv.edu.hk/science/haemoglobin.htm
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3.2 OS GENES ENVOLVIDOS NA HEMOGLOBINA

A sintese das cadeias globinicas é regulada por agrupamentos (clusters) de
genes nos cromossomos 11 e 16, na ordem cronolégica em que s&0 expressos
(sentido 5°— 3"), nos periodos embrionario, fetal e adulto, quando diferentes grupos
de genes s&o ativados ou suprimidos e diferentes cadeias globinicas s&o
sintetizadas independentemente. Nas diferentes combinagdes das cadeias
globinicas que possibilitam o surgimento de distintas hemoglobinas, para que o
tetrdmero funcional seja formado, é necessario um perfeito equilibrio na velocidade
de sintese destas cadeias (HOFFBRAND; PETTIT, 1993).

No brago curto do cromossomo 16, em um segmento de DNA de 35 kb,
localizam-se os genes zeta, que codificam a cadeia zeta globinica, dois
pseudogenes e os genes alfa 1 e alfa 2, provavelmente originados de duplicagao
génica (HIGGS et al, 1989).

No cromossomo 11, em uma regido de aproximadamente 60 kb, localiza-se
o complexo dos genes beta, onde se observa no sentido 5°'— 3°, os genes épsilon,
gama glicina, gama adenina, um pseudogene e 0s genes delta e beta, como
indicados na Figura 2 (HOFFBRAND; PETTIT, 1993).

Cada um dos genes do cluster da globina tem sido sequenciado e sua
estrutura estabelecida, além de um numero de importantes sequéncias regulatorias
bem definidas (HONIG; ADAMS, 1986). Os elementos promotores agem em cis e
estédo localizados no final 5’ de cada um dos genes da globina. Varios elementos
acentuadores tém sido caracterizados. Sao sequéncias distais, que aumentam os
niveis de transcricdo do gene. Ha duas sequUéncias regulatérias: o LCR (regido
controladora do gene) no cluster do gene beta, marcado por sitios hipersensiveis a
DNAse; e o HS (sitio hipersensivel) no cluster alfa, similar ao LCR. Estas sequéncias
e muitas regides através do complexo do gene da globina contém sitios de ligagéo
para fatores de transcricdo especificos para a linhagem eritréide e para uma
variedade de proteinas de ligagdo ao DNA ubiquitinado. O modelo de controle da
sintese de globinas mais favorecido sugere que a transcricdo dos genes envolve a
posicao do LCR para cada gene individual que, junto com uma variedade de fatores
de transcricdo de acdo trans e com a RNA polimerase Il, atua para formar um
complexo transcricional na regido promotora (WEATHERALL; CLEGG, 1999).
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FIGURA 2 — Mapa genémico dos genes da alfa e beta globinas.
Cada gene de globina contendo trés exons e dois introns.
(a) O gene da a globina, localizado no cromossomo 16 (16p13.3). Dos
sete genes mostrados apenas trés sdo expressos em niveis fisiolégicos
significantes, o gene 2, a1 e a2. Os demais genes sdo pseudogenes ou
genes que nao sao expressos significativamente. A estrutura do gene a2 é
mostrada na figura, indicando os trés exons, os dois introns e regides 5’
UTR e 3’ UTR.
(b) O locus B do cromossomo 11 (11p15.4) com os genes €, G-gama, A-
gama, delta e B. O gene da B globina, mostrado em destaque para
evidenciar a sua estrutura. Assim como o gene a2, o gene B também
possui trés exons, dois introns, e regides comuns a todos os genes de
globinas.
FONTE: CLARK; THEIN, 2004.

Os genes que codificam as globinas podem sofrer mutacdes e entre estas
algumas alteram a funcionalidade das proteinas. Assim, a mais simples e comum
lesdo molecular, a troca de uma base do DNA gendémico, pode provocar a supressao
da sintese da cadeia de globina, uma redugéo na velocidade de sintese ou ainda a
producdo de cadeias com alteragdes estruturais variadas, desde a troca de um
aminoécido até a produgéo de cadeias alongadas (ZAGO; FALCAO; PINTO, 2004).
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3.3 AHEMOGLOBINA S

A maior frequéncia das alteragdes na molécula de hemoglobina ocorre por
substituicdo de uma unica base nitrogenada no DNA, designado de polimorfismo de
unico nucleotideo ou single nucleotide polymorphism (SNP). Na mutagdo S ocorre a
substituicdo de uma adenina por timina na composi¢cdo do sexto codon do gene da
beta globina humana (GAG—GTG), promovendo a introdugdo de um residuo de
valina em substituicdo ao residuo de acido glutdmico. Esta substituicdo tem como
consequéncia propiciar a polimerizagdo das moléculas de hemoglobina S quando
desoxigenadas (INGRAM, 1956; LEE et al., 1998).

A anemia falciforme é caracterizada pelo estado de homozigose quanto a
presenca do alelo S (HbSS). Os heterozigotos (HbAS), caracterizam o trago
falcémico e ndao manifestam as formas clinicas da doenca, exceto em situacoes

especiais quando o afetado é submetido a baixa tensao de oxigénio (ATLAS, 1974).

3.4 HISTORICO DA ANEMIA FALCIFORME

A anemia falciforme é conhecida ha séculos por povos de diferentes regides
da Africa. Exames radiolégicos de ossos de pessoas que viveram naquele
continente ha mais de sete mil anos mostraram lesdes caracteristicas dessa
condicdo morbida. E interessante destacar que os doentes eram identificados por
tatuagens para facilitar o diagndstico e proibir o casamento com membros sadios do
grupo (NAOUM, 1997).

Estudos cientificos da doenga das células falciformes datam de um século e
meio atras. Segundo Naoum (1997), os trabalhos de Cruz Jobim, no Rio de Janeiro,
em 1835; de Lebby, em 1846; de Hodenpyl, em 1896; e de Accioli, na Bahia, em
1908; podem ser considerados como pioneiros a respeito dessa doencga. Entretanto,
foi Herrick em 1910, quem registrou a presenga de “corpusculos vermelhos
alongados em formato de foice” no sangue periférico de um estudante negro
procedente da Jamaica, portador de quadro anémico grave, acompanhado de
ictericia, complicagdes pulmonares e ulceras de membros inferiores.

O termo doencga falciforme — sickle cell disease — foi empregado pela
primeira vez, em 1922, por Mason. Este autor relacionou, inclusive, algumas

caracteristicas comuns entre os portadores dessa doenga: todos eram negroides,
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apresentavam ictericia, fraqueza, ulceras de membros inferiores, anemia intensa,
reticulocitose e eritrécitos falcizados no sangue periférico. Em 1927, os estudos de
Hahn e Gillespie delinearam as condicbes que afetam a formacdo de células
falciformes in vitro, incluindo pH, temperatura, fixadores, tonicidade entre outras. A
mais importante entre as observagdes revelava que a exclusdo de oxigénio era um
pré-requisito para a falcizagdao e o fenbmeno poderia ser revertido pela reexposig¢ao
ao gas; atribuindo-se o defeito a hemoglobina, e n&do somente ao eritrécito. Trés
anos depois, esses resultados foram confirmados in vivo, quando se observou a
formagado de células falcizadas, especialmente quando a tensdo de oxigénio caia
abaixo de 40 a 45 mmHg.

Em 1940, Sherman demonstrou que as células falciformes, ao serem
desoxigenadas, exibiam birrefringéncia optica. Esse fato consistiu na primeira
evidéncia de que a hemoglobina S, na auséncia de oxigénio, apresentava uma
estrutura ordenada no interior dos eritrocitos, e sugeriu a Linus Pauling que a
hemoglobina S era diferente da hemoglobina normal. Pauling concebeu a
possibilidade de que a interacdo entre as moléculas de hemoglobina anormal
poderia explicar esse fenbmeno. Em 1949, Pauling e seus colaboradores
demonstraram por meio da mobilidade eletroforética, uma hemoglobina
eletroforeticamente anormal em sangue de pacientes portadores de anemia
falciforme, originando assim o conceito de doenga molecular, e atribuiram esse
fendbmeno a mudanga de carga da globina.

Em 1956, Ingram, utilizando a técnica de fingerprint - eletroforese
bidimensional, associada com cromatografia, demonstrou que a anormalidade
quimica da HbS era devida a substituicdo do acido glutamico pela valina na posi¢éo
numero 6 da cadeia beta (86 Glu—Val) levando a perda de duas cargas negativas
por molécula de hemoglobina.

Watson, Stahman e Billelo (1948), perceberam que os sintomas da anemia
falciforme apareciam na infancia somente apds a diminuicdo da concentracdo da
hemoglobina fetal (HbF), e estabeleceram a nogao do efeito benéfico da presenca
de HbF nas manifestagcdes da doenca.

A partir de 1978, com as observagdes iniciais de Kan e Dozy, novo impulso
foi dado ao estudo da HbS, pela introducédo de técnicas de biologia molecular. Por
meio de enzimas de restrigdo, foi possivel mostrar que o gene da HbS teve multiplas

origens. Esses estudos foram realizados em populacdes da etnia negra da Africa,
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Jamaica e em afro-americanos. Pela analise do agrupamento de genes do tipo beta
do cromossomo 11, os autores concluiram que ha, pelo menos, cinco tipos de HbS:
SS-Benin, SS-Bantu, SS-Senegal, SS-Camardes, SS-Arabe-indiano. Todas elas
apresentam como resultado final a troca de acido glutdmico por valina, na posigéao
seis da globina beta, porém se originam de diferentes extensdes de lesdes
moleculares ocorridas ao longo do agrupamento dos genes beta, delta, gama-
alanina, gama-glicina, pseudogene beta e épsilon. Essas descobertas esclareceram
a diversidade clinica que se observa em diferentes doentes com anemia falciforme,
alguns com evolugdo clinica benigna e outros apresentando constantes
complicagdées (KAN; DOZY, 1978).

A descoberta dos hapldtipos do gene BS apresentou-se como importante
elemento de analise antropoldgica para estudo das composigdes populacionais, bem
como elementos de estudo clinico, os quais podem fornecer dados preditivos sobre

a evolugao da doencga e seu nivel de gravidade (POWARS, 1991).

3.5 PREVALENCIA E DISTRIBUICAO DA HbS

A HbS é a mais comum das hemoglobinas anormais. Sua frequéncia varia
consideravelmente com a localizagao geografica e grupo racial. A maior prevaléncia
de HbS é na Africa e entre negros em paises que participaram no trafico de
escravos, porém ocorre com menor frequéncia na bacia mediterranea, Arabia
Saudita e regides da india. Os resultados de estudos de polimorfismos de DNA
ligados ao gene BS sugerem que a HbS surgiu de cinco mutagdes independentes na
Africa. (LEE et al., 1998). O cromossomo B° mais comum é encontrado em Benin e

na Africa ocidental central (Figura 3).
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FIGURA 3 — Incidéncia de haplétipos do gene da beta globina.

(A) Identificagdo de trés regides da Africa e uma regido da Arabia
Saudita e da india onde o gene BS esta presente. O numero de
individuos com a anemia falciforme (linhas vermelhas) em Senegal,
Benin e Bantu & maior em regides proximas a costa. (B) O cluster de
haplétipos da B-globina é determinado por sitios polimérficos no DNA, os
quais podem ser identificados por endonucleases.

FONTE: STUART; NAGEL, 2004.

A distribuicdo geografica do gene da HbS no continente africano é
expressivamente semelhante a do Plasmodium falciparum. Individuos com HbS em
heterozigose, quando infectados por Plasmodium falciparum, apresentam vantagem
seletiva em relac&o a individuos que ndo carregam este gene andmalo. A vantagem
seletiva das células AS sobre as células AA foi demonstrada in vitro, embora seu
mecanismo exato ainda n&o tenha sido completamente elucidado. O Plasmodium
falciparum se fixa as glicoforinas, proteinas transmembrana eritrocitarias, para
penetrarem no eritrcito. Desta forma individuos que possuem alteracbes ou
caréncias desta proteina séo resistentes as infecgcdes pelo plasmodio da malaria,
como é o caso dos portadores da HbS, onde estas proteinas estao alteradas. Deste
modo, a vantagem seletiva do heterozigoto teve como consequéncia o aumento da
frequéncia do gene da HbS em areas do mundo em que a malaria foi endémica
(NAGEL et al., 2001; ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004).
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A HbS foi trazida as Ameéricas pela imigragdo forgcada dos escravos. No
Brasil, a anemia falciforme se distribuiu heterogeneamente, sendo mais frequiente
onde a propor¢ao de antepassados negros da populagéo é maior, como no nordeste
do pais, em especial no estado da Bahia. No sudeste, a prevaléncia média de
heterozigotos é de 2%, atingindo 6-10% entre afro-brasileiros. Com base em estudos
de prevaléncia, estima-se a existéncia de mais de 2 milhdes de portadores do gene
da HbS no Brasil, representando mais de 8 mil individuos afetados com a forma
homozigotica (HbSS). Também se estima um incremento de 700 a 1000 novos
casos anuais da doencga falciforme no pais (ANVISA, 2002). De fato, a anemia
falciforme tem uma incidéncia entre recém-nascidos brasileiros cerca de dez a trinta
vezes maior que a da fenilcetonuria (RAMALHO; MAGNA; SILVA, 2002). No estado
do Parana a prevaléncia da anemia falciforme e de heterozigotos é menor que em
outros estados do centro-oeste, norte e nordeste do Brasil, sendo mais prevalente
na regiao norte do estado (WATANABE et al., 2008).

A deteccdo de individuos portadores das formas heterozigdticas de
hemoglobinopatias € importante para o sistema de saude publica, pois além de
representar fonte de novos heterozigotos, podem, através de casamentos entre
portadores, originar individuos homozigotos e duplos heterozigotos como, por
exemplo, os portadores de HDLSC, que manifestam formas clinicas graves
(ORLANDO et al., 2000). A Organizacao Mundial de Saude (OMS) recomenda a
implantacédo de programas para prevengao e controle de hemoglobinopatias na
América Latina, especialmente no Brasil (PENCHSZADEH, 1993).

3.6 VARIACOES GENETICAS NO GENE DA BETA GLOBINA

A molécula de DNA pode sofrer alteragdes conhecidas como variagoes
genéticas ou polimorfismos, os quais compreendem insergdes, delegdes e trocas de
bases nitrogenadas. Como é grande a variagdo no numero e no tipo de variagoes
genéticas € possivel identificar um individuo com base em seu padrdo de
variabilidade genética.

Estdo descritos para o gene beta globina mais de 750 variagbes genéticas
(Tabela 1). Para reconhecer essas variabilidades genéticas, multiplos ensaios, entre
0s quais o0 uso de enzimas de restricdo que clivam o DNA em pontos especificos,

identificando o sitio da variagdo, sdo amplamente empregados.
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TABELA 1 — VARIACOES GENETICAS QUE FLANQUEIAM A MUTAGAO S NO
EXON 1 DO GENE DA BETA GLOBINA HUMANA

Denominacéo

Mutacdo

Nomenclatura

1 Initiation codon ATG- Caddon de iniciagao beta HBB:c.1A>G
>GTG betal Met>Val
2 Initiation codon T>A Cddon de iniciagao beta HBB:c.2T>A
Met>Lys
2 Initiation codon ATG- Codon de iniciagao beta HBB:c.2T>G
>AGG betal Met>Arg
2 Initiation codon ATG- Codon de iniciagao beta HBB:c.2T>C
>ACG betal Met>Thr
3 Initiation codon ATG- Codon de iniciagao beta HBB:c.3G>C
>ATC betal Met>lle
3 Initiation codon ATG- Codon de iniciagao beta HBB:c.3G>T
>ATT betal Met>lle
3 Initiation codon ATG- Codon de iniciagao beta HBB:c.3G>A
>ATA beta0 Met>lle
4 Hb South Florida beta 1(NA1) Val>Met HBB:c.4G>A
4 Hb Niigata beta 1(NA1) Val>Leu HBB:c.4G>T
5 Hb Raleigh beta 1(NA1) Val>Ala HBB:c.5T>C
5 Hb Doha beta 1(NA1) Val>Glu HBB:c.5T>A
5 Hb Watford beta 1(NA1) Val>Gly HBB:c.5T>G
7 Hb Fukuoka beta 2(NA2) His>Tyr HBB:c.7C>T
8 Hb Graz beta 2(NA2) His>Leu HBB:c.8A>T
8 Hb Agrigente beta 2(NA2) His>Pro HBB:c.8A>C
8 Hb Marseille beta 2(NA2) His>Pro HBB:c.8A>C
8 Hb Deer Lodge beta 2(NA2) His>Arg HBB:c.8A>G
9 Hb Okayama beta 2(NA2) His>GlIn HBB:c.[9C>A ou 9C>G]
10 | Hb Kamakura beta 3(NA3) Leu>Val HBB:c.10C>G
11 Hb Santo Domingo beta 3(NA3) Leu>GIn HBB:c.11T>A
14 | Hb Wurzburg beta 4(A1) Thr>Asn HBB:c.14C>A
16 | Hb Tyne beta 5(A2) Pro>Ser HBB:c.16C>T
16 | Hb Gorwihl beta 5(A2) Pro>Ala HBB:c.16C>G
17 | Hb Warwickshire beta 5(A2) Pro>Arg HBB:c.17C>G
19 | Hb Arlington Park beta 6(A3) Glu>Lys e beta HBB:c.[19G>A;286A>G]
95(FG2) Lys>Glu
19 | Hb C-New Cross beta 6(A3) Glu>Lys e beta HBB:c.[19G>A;251G>A]
83(EF7) Gly>Asp
19 |HbC beta 6(A3) Glu>Lys HBB:c.19G>A
19 | Hb Machida beta 6(A3) Glu>GlIn HBB:c.19G>C
19 | Hb C-Rothschild beta 6(A3) Glu>Lys e beta HBB:c.[19G>A;112T>A

37(C3) Trp>Arg

or 112T>C]



http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=775
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=775
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=2530
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=777
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=777
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=776
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=776
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=779
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=779
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=778
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=778
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=713
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=218
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=217
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=712
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=913
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=221
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=222
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=223
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=714
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=219
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http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=229
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=689
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TABELA 1 — VARIACOES GENETICAS QUE FLANQUEIAM A MUTAGAO S NO
EXON 1 DO GENE DA BETA GLOBINA HUMANA

nt

Denominagéo

Mutacéo

Nomenclatura

20 | Hb Jamaica Plain beta 6(A3) Glu>Val e beta HBB:c.[20A>T;205C>T]
68(E12) Leu>Phe

20 | Hb S-Cameroon beta 6(A3) Glu>Val e beta HBB:c.[20A>T;271G>A]
90(F6) Glu>Lys

20 | Hb G-Makassar beta 6(A3) Glu>Ala HBB:c.20A>C

20 | Hb S-South End beta 6(A3) Glu>Val e beta HBB:c.[20A>T;399A>C]
132(H10) Lys>Asn

20 | Hb S-Oman beta 6(A3) Glu>Val e beta HBB:c.[20A>T;364G>A]
121(GH4) Glu>Lys

20 | Hb S-Travis beta 6(A3) Glu>Val e beta HBB:c.[20A>T;428C>T]
142(H20) Ala>Val

20 | Hb C-Ndjamena beta 6(A3) Glu>Val e beta HBB:c.[20A>T;112T>G]
37(C3) Trp>Gly

20 | Hb S-Providence beta 6(A3) Glu>Val e beta HBB:c.[20A>T;249G>T
82(EF6) Lys>Asn or 249G>C]

20 | Hb C-Harlem beta 6(A3) Glu>Val e beta HBB:c.[20A>T;220G>A]
73(E17) Asp>Asn

20 | Hb C-Ziguinchor beta 6(A3) Glu>Val e beta HBB:c.[20A>T;176C>G]
58(E2) Pro>Arg

20 | Hb Lavagna beta 6(A3) Glu>Gly HBB:c.20A>G

20 | Hb S-Antilles beta 6(A3) Glu>Val AND beta HBB:c.[20A>T;70G>A]
23(B5) Val>lle

20 |HbS beta 6(A3) Glu>Val HBB:c.20A>T

22 | Hb G-Siriraj beta 7(A4) Glu>Lys HBB:c.22G>A

23 | Hb G-San José beta 7(A4) Glu>Gly HBB:c.23A>G

25 | Hb N-Timone beta 8(A5) Lys>Glu HBB:c.25A>G

25 | Hb J-Luhe beta 8(A5) Lys>GIn HBB:c.25A>C

26 | Hb Rio Grande beta 8(A5) Lys>Thr HBB:c.26A>C

26 | Hb Lucknow beta 8(A5) Lys>Arg HBB:c.26A>G

26 | Hb Nakano beta 8(A5) Lys>Met HBB:c.26A>T

27 | Hb Limassol beta 8(A5) Lys>Asn HBB:c.27G>C

29 Hb Porto Alegre beta 9(A6) Ser>Cys HBB:c.29C>G

NT: nucleotideo (considerando 1 o ATG da sequencia U01317). Em destaque as mutagdes C e S.
Adaptado de: http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3.

O tipo de variabilidade mais comum no complexo génico das globinas alfa ou

beta &€ aquele produzido por variagdes de sequéncias que alteram o sitio de

reconhecimento de uma enzima de restricdo. O padrdao de combinagao dos sitios

polimérficos para qualquer cromossomo € chamado de haplétipo (ANTONARAKIS;
KAZAZIAN; ORKIN, 1985). Os diversos polimorfismos do DNA em cis ligados ao

complexo do gene da beta globina definem os chamados haplétipos da anemia

falciforme. O primeiro polimorfismo associado ao gene B* foi descrito por Kan e Dozy

em 1978, no sitio para a enzima de restricdo Hpa | localizado na posigao 3’ do gene,

seguindo-se novas descrigdes de outros sitios de polimorfismos de restricdo

(MEARS, 1981). Estudos subsequentes definiram os principais haplétipos para a


http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=1173
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=1209
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=228
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=1214
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=687
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=688
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=2520
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=686
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=685
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=684
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=2580
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=683
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=226
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=231
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=230
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=234
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=233
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=232
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=1257
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=235
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=1129
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3?mode=output&display_format=page&i=236
http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3
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anemia falciforme. Através da analise dos haplétipos foi possivel observar que a
mesma mutacdo B° apareceu independentemente em pelo menos cinco diferentes
grupos populacionais, com cinco diferentes composigdes genéticas nas
proximidades do gene da globina beta (Figura 4).

A denominagao desses haplétipos foi derivada da regidao geografica onde
cada tipo apresentou sua mais elevada prevaléncia. Desse modo, os haplétipos
mais freqlientes foram denominados Benin, Bantu, Senegal, Camardes e Arabe-
Indiano (PAGNIER, 1984). A variabilidade genética em torno da mutagdo S permitiu
uma melhor compreensio da heterogeneidade da doenca, além de ter importancia
para o estudo antropoldgico. Esses haplétipos podem ser utilizados como
marcadores de caracteristicas genéticas em cis herdadas com o gene B° e que
podem influenciar a expressado dos genes gama globina e, consequentemente, as
concentragbes de HbF. Os haplétipos Senegal e Arabe-Indiano estdo associados
com concentragcdes elevadas de HbF, ao passo que os haplotipos Benin e Bantu
com concentragbes menores. No Brasil, existe certa heterogeneidade na frequéncia
dos diversos hapldétipos entre diferentes regides, mas predominam os haplétipos
Bantu e Benin (ZAGO et al, 2004).

O estudo dos haplétipos pode ser utilizado com diferentes objetivos: para a
determinacdo da origem unicéntrica ou multicéntrica de uma mutacdo; para
discriminar eventos epistaticos, quando outros genes interferem na expresséo
fenotipica do gene mutante; e para definir o caminho de fluxo de um gene especifico
mutante. Quando os dados e informagdes estdo suficientemente consolidados como
no caso do agrupamento (cluster) do gene da beta globina mutante, os haplétipos
podem ser uteis no estudo da origem e da evolugdo da raga humana (NAGEL e
RANNEY, 1990). A importancia dos haplétipos associados a mutagéo B° na
evolugao clinica dos pacientes com anemia falciforme foi determinada através das
observagbes quanto ao surgimento e a intensidade das complicagdes
fisiopatoldégicas e da curva de sobrevida dos pacientes, sugerindo melhores
progndsticos para os portadores dos haplétipos Senegal e Arabe-Indiano e pior
evolugao clinica para os pacientes portadores dos haplétipos Republica Centro-
Africana (CAR ou Bantu) e Benin (POWARS, 1991).
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Hapldtipo

CAR - - + + - - - - + + + +
Benin - - = + + e - + - - +
Senegal - + + - + + + + + + + + +
Camaries - - + + + + 3 +
As tico + + + - + + + + = + + + -

Figura 4 — Principais haplétipos do gene beta, definidos pela agao de treze enzimas

de restrigao.
FONTE: GALIZA NETO; PITOMBEIRA, 2003.

3.7 FISIOPATOLOGIA DA HbS

3.7.1 Estrutura do polimero de HbS e o processo de polimerizagao

O crescente conhecimento das propriedades estereoquimicas da
hemoglobina permitiu um melhor entendimento do mecanismo molecular da
falcizagdo. A substituicdo do acido glutdmico por valina na posicao 6 ocorre na
superficie da molécula, sem provocar alteragdes significativas na sua conformagéo
global. Entretanto, dados experimentais indicam que, como consequéncia da
substituicdo, poderia ocorrer uma perda da estrutura helicoidal desta regido (GALIZA
NETO; PITOMBEIRA, 2003).

A valina € um aminoacido neutro e o acido glutdmico é carregado
negativamente. Esta troca altera o ponto isoelétrico (pl) da HbS, tornando-a menos
negativa, fato que resulta em uma mobilidade mais lenta quando comparada com a
HbA em eletroforese alcalina. A troca de aminoacidos também altera a estrutura da
molécula, pois se na HbA o acido glutdmico da posi¢cdo 6 da globina beta auxilia no
afastamento das moléculas desoxigenadas de hemoglobinas, a entrada da valina
nesta posi¢ao favorece a polimerizagao sob condi¢des de baixo teor de oxigénio. No
estado oxigenado, a molécula de HbS esta “relaxada” e, nesta conformacéao

estrutural as globinas beta S estdo mais separadas. No estado desoxigenado, a
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molécula de HbS torna-se esticada ou “tensa” e as globinas beta S ficam mais
proximas (MANWANI, GALDASS; BIEKER, 2007).

Esta mudanga de conformacdo favorece o contato entre moléculas de
desoxihemoglobina, o que ndo é possivel no estado oxigenado. Por meio da uniédo
de varios tetrameros de HbS, formam-se longos polimeros, alterando a forma do
eritrocito para afoicada (Figura 5). Nesta etapa, ha a mudanca no citoplasma do
eritrécito, alterando-se a viscosidade e formando cristais tactdides de HbS. Essa
alteracdo do estado soluvel para o insoluvel é a diferenga estrutural mais
significativa, sob o ponto de vista patolégico da presenca da HbS (BUNN; FORGET,
1986).

FIGURA 5 — Representacao esquematica da formagao do polimero de HbS.
(A) Unido dos tetrdmeros de HbS formando um polimero. (B) Destaque para a mudanga
na conformagdo da molécula de HbS, facilitando a ligagdo entre as mesmas. (C) Ponto
da mutagéo HbS, resultante da troca do acido glutamico pela valina, a qual interage com
os residuos fenilalanina e leucina na molécula adjacente.
FONTE:www.dwb.unl.edu/teacher/nsf/c10/c10links/sickle.bwh.harvard.edu

A HbS no estado de baixa tensédo de oxigénio sofre uma modificagdo na sua
conformagao molecular devido a presenga do aminoacido valina, o qual interage
com o residuo fenilalanina (B85) e leucina (B88) na molécula adjacente da HbS
(STEINBERG, 1998). Esta interacdo de natureza hidrofdbica desencadeia a
formacdo de polimeros, os quais sao estruturas tubulares constituidas de 14

filamentos de HbS, que se dispéem ao redor de um eixo central. Nos cristais de HbS
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desoxigenada somente uma das valinas 6 de cada tetrdmero participa dos contatos
intermoleculares (BALLAS; MOHANDAS, 1996).

A polimerizagdo da hemoglobina S € o evento fundamental na patogenia da
anemia falciforme, resultando na alteragcdo da forma do eritrocito e na acentuada
reducdo de sua deformabilidade (Figura 6). As células rigidas com formas
aberrantes sao responsaveis pela oclusdo vascular e lesdo de tecidos que

representam os principais fendbmenos dessa doenga (DEAN; SCHECHTER, 1978).

Figura 6 — Morfologias do eritrocito normal e falcizado.
A: eritrdcitos normais, com seu formato em disco bicéncavo.
B: eritrécitos falcizados pela presenca da HbS.
FONTE:http://www.visualsunlimited.com/browse/vu229/vu229650

A polimerizacdo da HbS desoxigenada depende de numerosas variaveis
tais como, concentragdo de oxigénio, pH, concentracdo de HbS, temperatura,
presséo, for¢a idnica e presenca de hemoglobinas normais. A hemoglobina fetal
inibe a polimerizagao, fendmeno responsavel pela redugado de sintomatologia clinica
nos pacientes com elevada concentragao de HbF. Da mesma forma, a HbA participa
pouco do polimero, sendo esta a razdo para a auséncia de anormalidades clinicas
nos heterozigotos para o gene da HbS (BOOKCHIN; LEW, 1996).

3.7.2 Cinética da Falcizagao
A falcizagdo ndo é um fenbmeno instantdneo. A analise cinética da

falcizagdo sugere que a polimerizagdo molecular ocorre em estagios. Se uma

solucado de HbS desoxigenada mantida a 4°C for aquecida rapidamente, observa-se
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um intervalo entre a elevagao da temperatura e o inicio de agregacao das moléculas
de hemoglobina. Depois desse retardo inicial, a polimerizagao ocorre rapidamente
até que a gelificacdo se complete e seja atingido um novo equilibrio. O periodo de
demora é atribuido aos processos de nucleagao, nos quais os tetrdameros de HbS
formam pequenos agregados sem modificagdo da viscosidade interna. Quando
estes agregados atingem uma massa critica, ocorre uma rapida adi¢ao de unidades
de hemoglobina livre para formar fibras, que depois sofrem alinhamento para formar
um cristal tactdide (WERNER; BALCERZAK, 1984). A nucleagdo, sendo um
processo termodinamicamente desfavoravel, representa o passo limitante na
formagdo do polimero. A fase de propagacdo, termodinamicamente favoravel,
equivale a adigao relativamente rapida de moléculas livres de hemoglobina ao
nucleo (LEE et al, 1998).

Sob condicdes fisioldgicas, a demora entre a desoxigenagao completa e a
falcizagao dos eritrécitos é fortemente influenciada pelas alteragdes na concentragcao
da hemoglobina, pela presenca de outras hemoglobinas que ndo a HbS, pH e 2,3-
bisfosfoglicerato. Como a extensdo da desoxigenagado in vivo € uma fungdo do
tempo requerido para as células atravessarem o leito capilar, a cinética da falcizagao

sem duvida tem importante significado clinico (EATON et al., 1976).

3.7.3 Patologia celular

Com a desoxigenacgao, as hemacias que contém predominantemente a HbS
podem adquirir a deformidade em formato de foice devido a polimerizagcao
intracelular da HbS desoxigenada, processo normalmente reversivel apds a
reoxigenagao. No entanto, a repeticado desse fendmeno provoca consideravel lesao
de membrana em alguns eritrécitos susceptiveis, fazendo com que a rigidez e
configuragcdo em forma de foice persistam mesmo apds a reoxigenagdo. Essas
células sdo as chamadas células irreversivelmente falciformes. Tanto a
polimerizagdo da HbS como a lesdo da membrana contribuem para a fisiopatologia
das sindromes falciformes (BUNN, 1999).

Quando falcizadas, as hemacias perdem K* e ganham Na®, um fenémeno
atribuido & falha parcial do bombeamento destes cations pela Na*K*-ATPase. Como
o fluxo liquido de Na® e K é aproximadamente igual em células reversivelmente

falciformes, ndo ocorre nenhuma mudanga na hidratagdo intracelular ou



34

concentracdo de hemoglobina. A concentracgdo intracelular de Ca™ esta aumentada
durante a falcizacdo devido, em parte, ao prejuizo do bombeamento de Ca™
dependente de Ca**Mg**ATPase. Nas células irreversivelmente falciformes a perda
de K' excede o ganho de Na®, resultando na perda de agua das células e na
concentragdo aumentada de hemoglobina intracelular (BRUGNARA, 2001).

O componente maijoritario do esqueleto da membrana eritrocitaria é a
espectrina, uma proteina flexivel e fibrosa. A espectrina esta ligada a superficie
interna da membrana por meio de ligagdes ndo covalentes a uma outra proteina, a
anquirina. Esta por sua vez se liga a proteina banda 3, a qual € a proteina integrante
mais volumosa da membrana do eritrocito que serve de canal para a troca passiva
de anions através da membrana. A HbS forma polimeros associados com proteinas
da membrana, em especial da banda 3. Uma anormalidade funcional na anquirina é
sugerida pela ligagao ineficaz de espectrina normal pela anquirina de vesiculas
internas-externas preparadas de hemacias falciformes como observado na Figura 7
(PALEK, 1977).

Embora a composicao dos lipidios das células irreversivelmente falciformes
seja comparavel a das células normais da mesma idade, a evidéncia de alteragao na
organizacao dos lipidios da membrana é consideravel. O folheto externo da
bicamada lipidica esta enriquecido em fosfatidiletanolamina e contém fosfatidilserina.
Estas alteracdes sdo compensadas pelo desvio de fosfatidilcolina do folheto externo
para o interno. Este rearranjo de amino-fosfolipidios tem possivel significado na
patogénese da oclusao microvascular, pois a fosfatidilserina fornece uma superficie
catalitica para a ligacédo de fatores de coagulagéo sanguinea, acelerando, portanto,
o tempo de coagulagéo (HEBBEL, 1991).

A membrana é, assim, o principal local onde se refletem alteragdes
moleculares que ocorrem no interior da célula. Essas modificagdes tém
consequéncias que levam a manifestagdes clinicas, como as apontadas por Zago e
Pinto (2007):

e Aumento da adesédo de hemacias ao endotélio, desencadeando fenbmenos
inflamatdrios que influenciam também os granulécitos e plaquetas;

e  Enrijecimento da membrana e da hemacia, encurtando sua sobrevida em
circulagao;

° Lesbdes microvasculares;
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o Deplecao de 6xido nitrico, que contribui para vasoconstricdo e ativagao da
inflamacao;

. Ativagao da coagulagao.

Segmento
transmembrana
nédo-exposto

. Exposicéao do
* Segmento transmembrana

Eritrécito falcizado |

Proteina
transmembrana

Membrana
celular normal

Membrana
celular anormal

Espectrina

Membrana

Citoesqueleto

Figura 7 — Alteragbes na membrana de eritrocitos devido a presencga da HbS.

A desoxigenagao da HbS induz a uma mudanga de conformagao nesta molécula devido a
troca do acido glutdmico pela valina, a qual interage com os residuos fenilalanina e
leucina na molécula adjacente da HbS. Esta interagdo de natureza hidrofébica
desencadeia a formagdo de polimeros. Os polimeros de hemoglobina rompem o
citoesqueleto do eritrécito formando protusdes que déo a aparéncia de foice ao eritrécito.
Interrupgdes de ligagdes da membrana com as proteinas do citoesqueleto resultam na
exposicdo de epitopos de proteinas transmembrana e lipidios como a fosfatidilserina
(PS). A exposigao de glicolipidios carregados negativamente contribui para estados pro-
inflamatérios e pro-tromboticos.

FONTE: STATIUS, 1999.

3.7.4 Adesao ao endotélio e o fendbmeno de vaso-oclusao

As hemacias falciformes tém uma aderéncia anormal ao endotélio vascular,
mondcitos, macréfagos e membrana lipidica. Esta propriedade é conferida pelas
células falciformes deformaveis e nao pelas células irreversivelmente falciformes,

talvez porque as células rigidas sao incapazes de formar contatos de superficie
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multiplos com as células endoteliais (BOOKCHIN; LEW, 1996). A importancia desta
observacdo em relacdo a fisiopatologia de crises vaso-oclusivas € sugerida pela
demonstracdo de que a deformabilidade das hemacias tem uma forte correlagao
positiva com a frequéncia e gravidade das crises dolorosas. Individuos que geram
um numero relativamente maior de células irreversivelmente falciformes tém
deformabilidade reduzida das hemacias e doenga mais leve comparados com
aqueles cujas hemacias sao mais deformaveis (MOHANDAS; EVANS, 1984).

As células irreversivelmente falciformes s&o incapazes de penetrar nos
capilares ou sao incapazes de se aderir ao endotélio capilar, ao passo que as
células falciformes deformaveis penetram nos capilares rapidamente, aderem ao
endotélio e comprometem o fluxo sanguineo. Varios mecanismos foram propostos
para o aumento da aderéncia entre eles: a distribuicdo desigual e interrompida de
cargas negativas sobre a membrana das hemacias falciformes, a desidratagcéo
celular e a excessiva auto-oxidagao das hemacias falciformes (LEE et al., 1998).

Os eritrocitos falciformes expressam maior numero de moléculas de adesao
(PS, CD36, CD47, CD49d e BCAM/LU) na superficie externa da membrana celular
do que eritrécitos normais (HEBBEL, 1997). Essas moléculas favorecem a interagéao
com o endotélio e com outras células, propagando o processo de vaso-oclusao.
Algumas dessas moléculas (CD36 e CD49d) estdo expressas somente nos
reticuldcitos. Como essas células jovens sao mais aderentes e estao presentes em
maior numero nesses pacientes, elas desempenham papel importante no fenédmeno
vaso-oclusivo (HEBBEL, 1997).

A vaso-oclusdo depende de numerosos fatores adicionais, como a adesao
dos eritrocitos ao endotélio vascular e a interagcdo entre leucdcitos, plaquetas e
hemacias. As interagdes moleculares responsaveis pela adesdo das hemacias
falcizadas ao endotélio incluem o complexo das integrinas (ap) presente na
membrana dos reticulocitos, que é capaz de ligar-se a fibronectina e a molécula de
adesdo vascular 1, na superficie das células endoteliais, particularmente apés
ativagao por citocinas inflamatérias (BALLAS; MOHANDAS, 1996).

Além disso, tanto as células endoteliais quanto uma populagédo de
reticulocitos possuem CD36, que tem a propriedade de ligar-se a trombospondina
secretada pelas plaquetas ativadas. A trombospondina também se liga a glicanas

sulfatadas na membrana das hemacias falcizadas. Varias outras proteinas
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plasmaticas, incluindo o fator de Von Willebrand, parecem ter papel importante na
adesao das hemacias ao endotélio (TELEN, 2000).

Este conjunto de mecanismos perturba a fungdo normal do endotélio,
rompendo o equilibrio entre a vasodilatacdo e a vasoconstricdo, de tal modo que a
vasoconstricao é favorecida. Em resposta a essa reacdo, os niveis de endotelina
(vasoconstricao) estao elevados na anemia falciforme, ao passo que a producao de
oxido nitrico (vasodilatacdo) esta reduzida (Figura 8).

Existem evidéncias para uma importante funcdo dos neutréfilos na vaso-
oclusdo que, estimulados pela ligagdo entre as hemacias falciformes e o endotélio,
liberam citocinas. Os neutrdfilos ativados expressam CD64, integrinas (132 € auB2),
receptor de trombospondina (CD36), moléculas de adesdo ao endotélio, recrutam
plaquetas e outros neutrofilos para o sitio de inflamacéao, além de secretarem H,0O»
que lesa o endotélio vascular (OKPALA, 2004).
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FIGURA 8 — Fisiopatologia da vaso-oclusao.
(A) Substituicao de nucleotideo (GAG—GTG). (B) Polimerizagdgo da HbS
desoxigenada. (C) Mudanga na forma do eritrécito contendo o polimero de HbS. (D)
Fendmeno da vaso-ocluséo.
FONTE: STUART; NAGEL, 2004.
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3.7.5 Fendbmenos inflamatérios

O estado inflamatério cronico que ocorre nos pacientes com doencga
falciforme € decorrente de diversos fatores que se interligam e se retroalimentam,
formando um ciclo inflamatério permanente (FIGUEIREDO, 2007).

As células endoteliais participam na manutencao da hemostasia e produzem
oxido nitrico, substancia vasodilatadora que regula o ténus vascular. O endotélio
lesado expde um fator tecidual que desencadeia a cascata da coagulagéo e libera
multimeros de Von Willebrand, que participam da hemostasia primaria (HEBBEL;
OSAROGIAGBON; KAUL, 2004). A hemdlise crénica de hemacias falciformes libera
hemoglobina livre e arginase, enzima que contribui para a produgao de 6xido nitrico.
A deplecéo de substrato e o sequestro de 6xido nitrico causam reducao local desta
substancia e vasoconstricdo, a qual retarda o fluxo sanguineo e favorece a
falcizagao das hemacias (ZAGO; PINTO, 2007).

Além de produzir 6xido nitrico, as células endoteliais liberam endotelina-1,
um peptideo pro-inflamatério e potente vaso-constritor. Durante quadros
inflamatdrios agudos, as concentragdes plasmaticas de endotelina-1 estao elevados.
Esse peptideo, além da acéo vasoconstritora, aumenta as concentracées de VCAM-
1 e ICAM-1 soluveis e também estimula monocitos a secretarem citocinas
inflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, GC-SF) e substancias que aumentam a
producao de superoxidos pelos neutréfilos (WAUTIER; WAUTIER, 2004).

As plaquetas, estimuladas pela presenca dessas citocinas inflamatérias,
liberam multimeros de Von Willebrand, que favorecem a ligagao entre as plaquetas,
endotélio e eritrocito falciforme, e liberam também trombospondina e fibronectina,
ligantes entre endotélio e células (MCINTYRE; PRESCOTT; ZIMMERMAN, 2003).

3.7.6 Hemodlise

Na anemia falciforme, aproximadamente um terco das hemacias lisadas,
sofrem hemodlise intravascular, e cerca de dois tergos destas, sdao removidas da
circulagdo pelos macréfagos (MCINTYRE; PRESCOTT; ZIMMERMAN, 2003) A
hemdlise intravascular é considerada o resultado do desprendimento de
microfilamentos durante o processo de desfalcizacdo e da lise de células

irreversivelmente falcizadas expostas a altas taxas de esforgo, tal como ocorre
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durante exercicio (ROTHER et al., 2005). A base para a remogao extravascular
acelerada de hemacias nao esta completamente elucidada. O formato anormal e a
rigidez aumentada sdo menos importantes do que se a fungdo esplénica fosse
preservada (SERJEANT et al., 1994).

3.8 FATORES QUE MODULAM A GRAVIDADE DA ANEMIA FALCIFORME

Algumas caracteristicas genéticas tém grande importancia na gravidade
clinica da doenca, porque determinam a concentracdo intracelular de HbS. A
elevada concentragao de HbS é essencial para que a polimerizagao da HbS se inicie
e se propague rapidamente, provocando a falcizagdo e os fendbmenos celulares que
desencadeiam as lesdes tissulares (STEINBERG, 2005). Assim, gendtipos que
produzem uma menor concentragdao de HbS ou uma elevagcdo da HbF, que nao
interage com as moléculas de HbS, dificultam a polimerizacdo e a falcizagao,
reduzindo a gravidade e a intensidade das manifestagbes clinicas (FRENETTE;
ATWEB, 2007).

Além disso, os haplétipos da regidao dos genes da beta globina tém uma
funcdo importante na determinagdo da gravidade da doenga, em parte, por
influenciar na concentragado da HbF (STUART; NAGEL, 2004).

Tao importante quanto as variagbes genéticas, os fatores adquiridos séo
responsaveis pela variabilidade clinica e prognéstico dos pacientes com anemia
falciforme. O nivel sécio-econdmico e educacional ocupa uma posigao central, pois
determina variantes que influenciam diretamente na evolugdo da doencga e no seu
progndstico: acesso a atengdo médica, diagndstico precoce, alimentagdo e nutrigdo
de boa qualidade, acesso a saneamento basico e, portanto, agua de boa qualidade
e menor exposicao a infecgdes, melhores condicdes de vida e de trabalho, alem do
tratamento rapido das complicagdes (ZAGO; PINTO, 2007).

3.9 MANIFESTACOES CLINICAS DA ANEMIA FALCIFORME

As cadeias de alteragbes que ligam o defeito molecular as manifestagbes
clinicas nos pacientes com doenga falciforme devem ser consideradas em trés
niveis: moléculas e células, tecidos e érgaos e organismo completo (GALIZA NETO;
PITOMBEIRA, 2003).
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Uma das caracteristicas dessa doenga é a variabilidade clinica, sendo que,
enquanto alguns pacientes tém um quadro de grande gravidade e estdo sujeitos a
inuimeras complicagcdes e frequentes hospitalizacdes, outros apresentam uma
evolugdo mais benigna, e, em alguns casos s&o quase assintomaticos. Existem
numerosos fatores condicionantes que podem intensificar ou diminuir os efeitos,
gerando essa impressionante variabilidade. Os principais fatores que podem
influenciar o fenétipo da doenca falciforme sé&o, segundo Zago e Pinto (2007):

o O gendtipo do paciente: homozigose para HbS ou gendétipos compostos do
tipo HbS/HbC, HbS/B-talassemia, HbS/HbD;

o Fatores genéticos que podem influenciar no processo de polimerizagéo da
HbS, no fenbmeno de falcizagdo e na hemdlise;

o Outros fatores genéticos que podem alterar a resposta individual a doenga,
a suas complicacdes ou ao tratamento;

o Fatores ambientais, como o local onde vive o paciente, a prevaléncia de
doengas infecto-contagiosas, as condigdes sécio-econdmicas e 0 acesso a
assisténcia meédica.

Embora a doenga atribuida a HbS tenha sido observada no inicio da fase de
lactacdo, os individuos afetados caracteristicamente ndo tém sintomas até a
segunda metade do primeiro ano de vida (OTENG-NTIM et al., 2006). A falta de
expressao clinica do gendtipo homozigoto da HbS (HbSS) durante a vida fetal e
inicio da pods-fetal € explicada pela producdo de uma quantidade suficiente de HbF
para limitar a falcizacdo (STREETLY; DICK, 2005). As condigbes para a falcizagao
sob condicdes fisiolégicas sdo alcangadas gradualmente a partir do nascimento
(AJAYI, 2005).

As manifestagdes clinicas nas doencas falciformes sao derivadas
primariamente da oclusdo vascular e, em menor grau, da anemia. Praticamente
todos os 6rgdos podem ser afetados pela oclusdo vascular. As obstrugdes em
pequenos vasos causam quadro de dor e comprometem progressivamente as
funcdes de 6rgaos e tecidos. As alteracbes das hemacias afetam também o baco,
que aumenta muito de tamanho e contribui ainda mais para a anemia (KRUGER,
2008).

Os pacientes com a doenca falciforme apresentam periodos sem

manifestagcdes clinicas, denominados fase estavel da doenca. A fase estavel pode
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ser interrompida por manifestacbes agudas, denominadas de crises de falcizagao,
que sao em geral classificadas em crises vaso-oclusivas ou dolorosas, aplasicas,

infecciosas e a chamada sindrome de sequestro (STEINBER, 2006).

3.9.1 Crises vaso-oclusivas

Os episddios dolorosos agudos representam as manifestagdes clinicas mais
comuns e caracteristicas da doenca falciforme. As manifestacées clinicas sao
repentinas no inicio e sao diretamente atribuidas a obstrugdo da microcirculacao
pela falcizagdo intravascular (BALLAS, MOHANDAS, 1996). A frequéncia e a
gravidade das crises variam consideravelmente de paciente para paciente e em um
mesmo paciente, modificando-se bastante em diferentes periodos da vida. Os
fatores desencadeantes sdo variados e incluem infec¢cdo, desidratacdo e tensao
emocional de qualquer natureza (FRANCIS, 1991). As crises dolorosas sdo mais
frequentes na terceira e quarta décadas da vida, e a taxa de mortalidade € mais alta
em adultos que apresentam maior frequéncia dessas crises (ZAGO; FALCAO;
PASQUINI, 2004). As crises dolorosas podem afetar muitas articulagbes e 6rgaos
diferentes do corpo; mas as costas, o térax, as maos, os pés e o abdome
geralmente s&o mais afetados. Na metade dos casos, estas crises sé&o
acompanhadas de febre, inchago, sensibilidade, naduseas, vomitos, pressao alta e
taquicardia (DAVIES, 2007).

3.9.2 Crises hematologicas

As crises hematoldgicas, caracterizadas por subita agudizagdo na anemia,
nao estdo patogenética e temporalmente relacionadas as crises vaso-oclusivas. Se
nao reconhecida ou n&o tratada, a queda na concentragdo de hemoglobina pode ser
tdo precipitada e grave que causa insuficiéncia cardiaca e morte em horas (LEE et
al., 1998).

3.9.3 Crises aplasicas

As crises aplasicas sao caracterizadas por queda acentuada nas

concentragcbes de hemoglobina, acompanhada de contagem de reticulocitos
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extremamente reduzida, caracterizando uma insuficiéncia transitéria da eritropoiese.
No entanto, o processo é autolimitado; dentro de 5 a 10 dias, a producédo de
hemacias recomega espontaneamente e grande numero de reticulocitos e eritrocitos
nucleados aparecem no sangue periférico. Depois disso, a concentragdo de
hemoglobina retorna aos niveis pré-crise (SERJEANT et al., 1981). No entanto, no
periodo agudo de anemia, pode ser necessaria a terapéutica com transfusbes de
concentrado de hemacias. A insuficiéncia medular também pode resultar da
deficiéncia de acido folico, especialmente durante a gravidez (ROSSE; TELEN;
WARE, 1998).

3.9.4 Crises infecciosas

A infecgdo € a principal manifestacdo presente na anemia falciforme no
inicio da infancia, a complicagdo mais comum que requer hospitalizacdo e a causa
mais frequente de morte em todas as idades (REES et al., 2003). A base fisiologica
para aumento da suscetibilidade a infecgéo relaciona-se, em grande parte, a perda
da fungao esplénica. Inicialmente, uma esplenomegalia consequente a congestao da
polpa esplénica em virtude da obstrugcdo por grandes quantidades de células
falcizadas, acompanhada de hemorragias ao redor dos corpusculos de Malpighi
(GASTON et al.,, 1986). A oclusdo vascular provocaria repetidos microenfartos,
tornando o érgéao fibrético e atréfico. Na auséncia da fungcéo do bago, os antigenos
particulados oriundos do sangue nao conseguem fazer surgir uma resposta
antigénica esperada (ZARKOWSKY et al., 1986).

3.9.5 Sequiestro esplénico

O sequestro esplénico é caracterizado pelo subito aprisionamento de sangue
no bago. Ocorre em lactentes e criangas jovens onde o0 bago esta cronicamente
dilatado. H& uma reducgédo de hemoglobina com resposta medular compensatoéria e
aumento rapido do baco. E a segunda causa mais freqiiente de morte por levar ao
choque hipovolémico (KINNEY, 1990).
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3.10 INVESTIGACAO DO PACIENTE PORTADOR DE HbS

A HbS pode ser detectada em testes de triagem por métodos que
identificam a alteragdo da solubilidade da hemoglobina S e pela visualizagdo em
microscopia 6tica do fendbmeno de falcizacao in vitro, testes amplamente utilizados
na rotina laboratorial (BANDEIRA et al., 2003).

O diagndstico conclusivo da anemia falciforme depende da detecgédo da
HbS pela eletroforese de hemoglobinas em pH alcalino, sendo que esta metodologia
permite a caracterizagao genotipica em homozigoto normal (AA), homozigoto ou
portador da anemia falciforme (SS), ou heterozigoto (AS), designado portador do
traco falcémico (FRENETTE; ATWEB, 2007).

3.10.1 Teste de solubilidade

A solubilidade reduzida de HbS desoxigenada forma a base para testes nos
quais o sangue € adicionado a uma solugdo tamponada de um agente redutor, tal
como ditionito de sédio (NaxS;04). A HbS precipita na solugdo de ditionito,
deixando-a turva, ao passo que na presenga de outras hemoglobinas a solugéo
permanece limpida. Este € um teste qualitativo, pois a turvagao ou a insolubilidade
da mistura, n&o indicam o tipo de associacao da HbS.

Este teste foi adaptado para facilitar sua utilizagdao. Por exemplo, o “teste da
mancha”, € uma modificagdo da técnica original onde se usa o tampao fosfato e
ditionito de s6dio embebido em papel de filtro (BANDEIRA et al., 2003).

Hemoglobinas altamente instaveis que ndo a HbS, podem também serem
precipitadas pelos reagentes do teste de solubilidade. A hiperglobulinemia é a causa
mais comum de resultados falsamente positivos (LEE et al, 1998). O teste tem baixa
reprodutibilidade, podendo n&o ocorrer precipitacdo, mesmo na presenca da
hemoglobina S.

O teste de solubilidade, assim como outros testes de triagem para a HbS,
possuem limitagdes, podendo fornecer resultados falso-positivos ou falso-negativos
em diversas situacdes. Resultados falso-positivos podem ser observados em
patologias, como policitemia, mieloma multiplo, presenca da Hb Bart ou HbC Harlem,

insuficiéncia renal cronica e transfusao recente. Excesso de volume de sangue na
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reacao também produz resultado falso-positivo. Casos falso-negativos também
ocorrem, principalmente quando se tem quantidade inadequada de sangue,
deterioragdo e inatividade dos reagentes, dificuldade na leitura do teste, HbS
presente em quantidades pequenas, como ao nascimento e apos transfusao
sanguinea (PRUDENCIO; COVAS; BONINI-DOMINGOS, 2000).

3.10.2 Teste de falcizagao

O teste de falcizacdo é uma avaliacao qualitativa, que determina a presenca
ou a auséncia da HbS. Baseia-se na indugao da falcizacdo dos eritrocitos por meio
da desoxigenagdo da hemoglobina por drogas redutoras num microambiente
formado no espaco entre lamina e laminula (SCHMIDT, 1973).

O fenbmeno de falcizagdo pode ser induzido colocando-se uma gota de
sangue sob uma laminula, para reduzir a tensdo de oxigénio, adicionando-se
agentes que induzem a desoxigenagao quimica, tal como metabissulfito de sodio a
2% (NazS,0s5) ou por deslocamento gasoso de oxigénio através de misturas de
nitrogénio e didéxido de carbono (BANDEIRA et al., 2003). O grau e a rapidez do
fendbmeno de falcizagao dependem da relativa quantidade de HbS e do grau de
desoxigenacdo. Células contendo outras hemoglobinas variantes, nas quais esta
presente a substituicdo 6 Glu—Val, tal como HbS-Georgetown e HbS-Memphis,
exibem também o fendbmeno de falcizagao (LEE et al., 1998).

Resultados falso-negativos no teste de falcizagdo nao sao infreqlentes. A
sensibilidade do teste de falcizagdo depende de fatores como o agente redutor
utilizado e sua pureza; tempo, temperatura e umidade na reacao, eficiéncia da
anaerobiose no meio reacional, quantidade presente das hemoglobinas S e F. O
ensaio indica quando positivo, a presengca de HbS nos eritrocitos, sem caracterizar
genotipos como AS, SS, SC, S+F ou SD (WAJCMA et al., 2001).

3.10.3 Vantagens e desvantagens dos testes de solubilidade e de falcizagao

Embora os testes de solubilidade e de falcizagdo sejam usados na rotina dos
laboratorios pela sua simplicidade e rapidez, nenhum deles fornece um diagndstico
definitivo. Ambos ndo conseguem diferenciar anemia falciforme de trago de células

falciformes ou detectar variantes de hemoglobina que interagem com HbS para
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produzir falcizacdo clinicamente significante, como a heterozigose HbSC. Além
disso, em neonatos esses testes costumam apresentar-se negativos devido a
pequena concentracdo de HbS e elevada concentracdo de HbF. Podem ser
utiizados como testes de triagem para a HbS, sendo necessario testes
complementares para o diagnéstico, como por exemplo, a eletroforese alcalina (LEE
et al., 1998).

3.10.4 Eletroforese de hemoglobinas

A eletroforese de hemoglobinas € um procedimento laboratorial simples,
porém util para a deteccdo e identificacdo de hemoglobinas. Com esta técnica
podem-se separar as proteinas de acordo com sua carga elétrica (PRUDENCIO;
COVAS; BONINI-DOMINGOS, 2007). Assim, sua principal limitagdo ¢é a
incapacidade de detectar substituicbes de aminoacidos que n&o alteram a carga da
proteina. Esta metodologia deve ser utilizada como teste de rastreamento para a
deteccdo de hemoglobinas variantes. Metodologias complementares devem ser
realizadas para a caracterizacdo de hemoglobinas com migragdo semelhante
(ZAMARO et al.,, 2002). Os métodos mais simples e mais populares de rotina
empregam membranas de acetato de celulose, para as quais muitos tipos de
equipamentos de eletroforese estao disponiveis comercialmente.

A HbS é detectada pela eletroforese alcalina de hemoglobinas, assim
denominada pelo fato de utilizar tampao com pH entre 8,0 e 9,0. Nesta faixa de pH,
a HbS se move de forma mais lenta que a HbA, sendo possivel detectar sua
presencga. Entretanto, deve-se lembrar que existem outras hemoglobinas variantes
que possuem o mesmo padrao de migracéo que a hemoglobina S, sendo, portanto,
necessarios outros testes para o diagnodstico definitivo. Com eletroforese acida, pH
entre 5,0 e 6,0, consegue-se diferenciar a HbS de outras hemoglobinas variantes.
Nesta faixa de pH, a HbS migra em posicéo diferente da HbA, enquanto as outras
hemoglobinas variantes migram na mesma posigdo. A analise conjunta dos perfis
eletroforéticos em meio alcalino e acido tem importante fungéo no estabelecimento

dos diferentes gendtipos de hemoglobinas (HOCKING, 1997).
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3.10.5 Focalizagao isoelétrica

A técnica de focalizagdo isoelétrica permite diagnosticos mais seguros,
podendo facilmente ser adaptada a triagens populacionais. Neste método, as
hemoglobinas sdo separadas de acordo com seu ponto isoelétrico (pl) em um
gradiente de pH estavel estabelecido por meio de uma mistura de anfolitos com
valores de pH estreitamente distribuidos sobre uma faixa de variagcao especifica
(BEUZARD, et al., 1981). Durante o processo de focalizagdo, as hemoglobinas
migram até a posi¢cao onde ocorra a identificagdo de seu pl com o gel, e assim a
hemoglobina podera ser visualizada como uma banda muito nitida. Como cada
hemoglobina possui seu pl especifico, as identificagbes de variantes menos comuns,
como as hemoglobinas D, E, G e outras, ficam bastante facilitadas. As fragbes de
HbS, ou outras variantes em neonatos, sao facilmente visualizadas por este método
(ANVISA, 2002).

A focalizagdo isoelétrica apresenta algumas vantagens sobre os
procedimentos eletroforéticos e cromatograficos. Este método possui excelente
resolucao para separar hemoglobinas variantes cujo pl apresentam pouca diferenca;
a quantidade de amostra a ser analisada € pequena quando comparada com outros
métodos, como a cromatografia por exemplo; e permite a andlise de 20 a 100
amostras por vez. Devido ao alto custo operacional, seu uso ainda é restrito
(WAJCMAN et al., 2001).

3.10.6 HPLC — Cromatografia liquida de alta presséo

A HPLC é uma das mais sensiveis formas de fracionamento cromatografico.
As colunas, de diferente composicdo quimica, sdo previamente selecionadas,
conforme o teste que se deseja realizar. Para o estudo estrutural das hemoglobinas,
esta proteina é enzimaticamente clivada e os oligonucleotideos resultantes sao
separados por HPLC. Também, este processo pode ser utilizado para a analise
quantitativa dos aminoacidos que compdem a molécula de hemoglobina. A HPLC
substitui os tradicionais métodos de cromatografia por troca i6nica, bem como o
mapeamento peptidico pela técnica de fingerprinting. Essa técnica € usada no

diagnostico de HbS em sangue de recém-nascidos. Entretanto, seu uso deve ser
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monitorado por eletroforeses alcalina e acida, uma vez que ha sobreposi¢cao de
fracbes com a HbA, (CLARKE; HIGGINS, 2000; BAIN, 2001).

3.11 METODOS MOLECULARES PARA A DETECCAO DE HbS

As metodologias para analise do gene da beta globina tornaram possivel a
identificacdo de uma grande gama de mutagdes que causam as hemoglobinopatias,
especialmente a anemia falciforme. Os métodos moleculares tém em comum uma
etapa de amplificacdo de uma regido especifica do gene da beta-globina utilizando a
reagcao em cadeia da polimerase (PCR). Essas metodologias tém se mostrado util na
identificacdo precisa de uma mutacdo ou um defeito genético (BERTHOLO;
MOREIRA, 2006). As técnicas que detectam mutagcbes conhecidas tém sido
extensivamente utilizadas, entre as quais destacam-se:

e Sondas de oligonucleotideos alelo-especificos (ASOs),
e Analise de hibridizacao ou dot-blot,

e Analise de dot-blot reverso,

o Amplificagdo génica alelo-especifica,

e Analise com enzimas de restricdo (PCR-RFLP).

Outras técnicas moleculares podem ser empregadas para a e identificagéo

e triagem da presencga de mutagdes nao conhecidas, tais como:
e Andlise de conformacgao de fita simples (SSCP),
o Eletroforese em gel com gradiente de desnaturagéo (DGGE),
e Analise de heteroduplex,
e Sequenciamento de DNA.

Cada uma dessas técnicas tem suas proprias limitacbes. As técnicas a
serem escolhidas pelo laboratorio de biologia molecular dependem do espectro de
mutagdes encontradas em seu meio e dos conhecimentos técnicos disponiveis para
o diagnoéstico. E de boa pratica que o laboratério realize pelo menos dois métodos
para detectar cada mutagdo (MOLINA; TOBO, 2004).

O gene beta globina humana possui uma das regides polimérficas mais
estudadas por técnicas de biologia molecular, sendo descritas para 0 mesmo mais
de 750 variagcbes genéticas. A combinagdo destas variacbes genéticas em
hapldtipos especificos pode contribuir para a diversidade clinica observada nos

pacientes com hemoglobinopatias. As técnicas de biologia molecular permitem a
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diferenciagdo da HbS de outras hemoglobinas variantes que migram

eletroforeticamente em posicao similar a da HbS (POWARS, 1991).

3.11.1 PCR-RFLP — Polimorfismos de Comprimentos dos Fragmentos de Restricao

(Restriction Fragment Length Polymorfism)

A alteracdo molecular na HbS pode ser facilmente identificada pela reacéo
em cadeia da polimerase seguida de digestdo com uma enzima de restricdo
(endonuclease) apropriada. As endonucleases de restricdo sdo enzimas bacterianas
que atuam como “tesouras moleculares”, reconhecendo sequéncias de pares de
bases especificas em moléculas de DNA e clivando-as nesses pontos (SAIKI et al.,
1988). Elas sdo altamente especificas, cada tipo de enzima reconhece e corta
apenas uma determinada sequéncia de nucleotideo, em geral constituida por 4 a 6
pares de bases nitrogenadas (WATERFALL; COBB, 2001).

A mutacdo S pode ser detectada pela enzima de restrigdo Dde I, ou seu
isoesquizémero HpyF3 |. Estas enzimas permitem identificar o sitio da mutacéo S,
pois clivam a sequéncia 5 C| TNAG 3’ e 3 GANT1C 5, onde N pode ser qualquer
nucleotideo. Como na mutagdo S ocorre a troca da adenina para timina, a enzima
nao vai clivar a sequéncia mutada, gerando assim apenas uma banda para a HbS e
duas bandas para a HbA, quando os fragmentos de restrigdo sdo analisados em
eletroforese. Este método ¢é utilizado no diagndstico pré-natal das doencas
falciformes ou em alguns casos de dificil diagnostico pela eletroforese de
hemoglobinas (KHELIL et al., 2004).

A técnica de PCR-RFLP possui limitagdes:

o Existem muitas doencas que resultam de varios genes mutantes
trabalhando juntos para produzir o fenétipo da doenga;

o Existem doencgas genéticas para as quais o gene ainda nao foi descoberto;
até o gene poder ser localizado, clonado e sequenciado nenhuma sonda
pode ser feita para o detectar diretamente;

. Se existir troca de base, deleg¢ao ou insercédo no sitio da restricdo, a enzima
nao vai reconhecer este sitio e, consequentemente, n&do vai clivar a
sequéncia, tendo assim um resultado falso.

Uma série de eventos mutacionais pode promover alteracdes nos tamanhos

dos fragmentos, excluindo ou introduzindo um sitio de restricao (ANTONARAKIS et
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al, 1985). Por outro lado, a vantagem de se utilizar a técnica de PCR-RFLP
encontra-se no fato da mesma apresentar um diagndstico rapido e preciso para a
HbS, permitindo diferenciar individuos homozigotos de heterozigotos em uma unica

técnica.

3.11.2 SSCP - Polimorfismo Conformacional de Fita Simples (Single-Stranded
Conformation Polymorphism)

A PCR-SSCP é um método destinado a realizar a triagem de mutagdes,
pois permite a deteccdo de alteragdes na mobilidade eletroforética de fita simples
dos acidos nucléicos em condicdes nado desnaturantes. As fitas simples de acidos
nucléicos formam estruturas secundarias em solugdo que dependem da composigao
e da sequéncia das bases e do comprimento da fita simples (ORITA et al., 1989). As
fitas simples adquirem conformagbes tridimensionais estaveis e migram em
diferentes posi¢des. Uma simples mutagao de ponto pode alterar esta conformagao
e, consequentemente, o padréo de bandas do fragmento (IWAHANA; YOSHIMOTO;
ITAKARA, 1992). Os perfis de PCR-SSCP podem ser detectados pela coloragao dos
geéis de eletroforese pelo método de nitrato de prata ou brometo de etideo (LEE et
al., 1998).

Embora a técnica de PCR-SSCP seja uma técnica relativamente simples,
ela exige alguns cuidados e apresenta algumas limitagdes. Este método precisa ser
otimizado para cada gene a ser estudado. Essa padronizagdo € empirica e é
necessario ajustar as concentragdes de acrilamida, bisacrilamida, pH do gel, tempo
de corrida e voltagem, além de se verificar a necessidade da adicdo de alguns
compostos para melhor migragdo dos fragmentos (LESSA; APPLEBAUM, 1993).
Além disso, o fragmento analisado ndo deve ser muito grande. Sabe-se que bons
resultados sao obtidos com fragmentos entre 200 e 300 pb, embora tenha se
conseguido identificar variagdes genéticas em fragmentos bem maiores, de mais ou
menos 550 pb, 0os quais exigem um tempo de corrida maior com possivel perda da
sensibilidade do método (SHEFFIELD et al., 1993). Também é possivel utilizar
enzimas de restricdo para clivar o segmento de DNA amplificado, obtendo assim,
fragmentos menores, com melhores resolugdes na PCR-SSCP (IWAHANA;
YOSHIMOTO; ITAKARA, 1992).
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Uma desvantagem do método esta no fato da necessidade de posterior
sequenciamento do produto de PCR em estudo para identificar as mutagdes
indicadas pelo ensaio de PCR-SSCP.

A vantagem desta técnica consiste no fato de ser relativamente barata
quando comparada a outros procedimentos em biologia molecular, e permitir a
observacdo de mutagdes desconhecidas, sendo eficiente na descoberta de novos
polimorfismos (SUNNUCKS et al., 2000).

3.11.3 DGGE - Eletroforese em gel de gradiente desnaturante (Denaturing Gradient

Gel Electrophoresis)

A DGGE é um método de separacao eletroforética baseado em diferencas
no comportamento da desnaturagcdo de fragmentos de DNA de cadeia dupla. A
DGGE, assim como a SSCP é uma técnica utilizada para a triagem de mutacdes
desconhecidas. Essa técnica pode ser usada para detectar diretamente
modificagdes de uma unica base e outras variagdes genéticas em DNA gendmico,
DNA clonado ou DNA amplificado por PCR. As moléculas do DNA desnaturam em
segmentos especificos designados dominios de desnaturagdo, quando a
temperatura ou a concentragdo do desnaturante se eleva. A sequéncia contendo
mutacdo tem a mobilidade alterada em um gel com gradiente do agente
desnaturante (MYERS; MANIATIS; LERMAN, 1987).

Esse método € simples e apresenta elevada sensibilidade de deteccéo. Por
outro lado, necessita de equipamentos de alto custo, além de necessitar, assim
como a PCR-SSCP, de sequenciamento posterior do gene analisado para identificar
as mutagdes encontradas (LOSEKOOT et al., 1990).

3.11.4 ARMS-PCR (amplification refractory mutation system)

Na técnica ARMS-PCR, os oligonucleotideos iniciadores sao escolhidos de
modo a permitir a amplificagdo de um sé alelo. A base mutada encontra-se na
posicdo 3’ do iniciador, o qual possui mutagéo interna desestabilizadora (NEWTON
et al., 1989).
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3.11.5 ASO - Oligonucleotideo alelo-especifico

A amplificagao alelo-especifica consiste somente na amplificagdo dos alelos
mutantes e normais, facilitando a analise e diminuindo custos, por nao utilizar
enzimas de restricdo. O método esta baseado na hibridizagao especifica de duas
sondas de oligonucleotideos, uma complementar a sequéncia mutante e outra
complementar a sequéncia normal. Os gendtipos das amostras s&o detectados pela
presenca ou auséncia de sinal de hibridizacdo da sonda mutante ou normal
(CONNER et al., 1983).

3.11.6 Sequenciamento de DNA

O sequenciamento do DNA permite a determinacdo da ordem das bases
nitrogenadas da molécula de DNA. Existem varios métodos disponiveis para o
sequenciamento génico, cada um apresentando vantagens e desvantagens
(DARNELL; LODISH; BALTIMORE, 1990). O método tradicional de sequenciamento
de DNA foi proposto por Frederick Sanger na década de 70, e consiste na adi¢cao de
nucleotideos modificados, chamados didesoxiribonucleotideos, que impedem o
crescimento de um fragmento de DNA em replicagao pela DNA polimerase apos sua
adicéo (SANGER, 1981).

A desvantagem do sequenciamento do DNA é o custo elevado e o tempo.

Em contrapartida, um gene sequenciado tera todas as suas mutagdes identificadas.

Portanto, as metodologias para a identificagdo da presenca da HbS séo
multiplas e todas com vantagens e desvantagens préprias.

Um elemento central neste estudo € comparar procedimentos de triagem
para a deteccdo da HbS, com base na carga ou propriedade de falcizagdo desta

molécula, com um método que detecta a alteragao de bases no DNA.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Frederick_Sanger
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4 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Setor de
Ciéncias da Saude da UFPR sob o Registro CEP/SD: 479.016.08.03 e CAAE:
0010.0.091.000-08, e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria de Saude
Publica do Parana (SESA) sob o Registro 009/2008 (Anexos 1 e 2).

4.1 ANALISES MOLECULARES

4.1.1 Amostra para estudos moleculares

Foram obtidas 500 amostras de sangue periférico, coletadas com EDTAKj3
(Vacutainer, BD) de pacientes e de doadores de sangue atendidos no Centro de
Hematologia e Hemoterapia do Parana (HEMEPAR). Foram incluidas no estudo
todas as amostras com informacdes de idade, sexo e triagem completa para a
deteccdo da hemoglobina S. O sistema do banco de sangue do HEMEPAR néo
contempla informacdes para etnia de todos os pacientes, por esse motivo esta
informacao nao foi analisada na pesquisa.

A amostra foi classificada conforme os ensaios de triagem do HEMEPAR
para a identificar a presenga de hemoglobina S, que inclui teste de solubilidade,
teste de falcizacao e eletroforese de hemoglobina em meio alcalino em trés grupos:

o Grupo AA — 224 individuos saudaveis com presenca de hemoglobina A em
homozigose;

o Grupo AS — 231 individuos portadores do traco falcémico com presenca de
hemoglobinas A e S em heterozigose;

o Grupo SS - 45 individuos portadores de anemia falciforme com presenca de
hemoglobina S em homozigose.

Foram excluidas da pesquisa duas amostras (0,4%) que apresentaram
problemas com a quantidade ou qualidade do DNA extraido. Também foram
excluidas nove amostras de pacientes, por serem duplamente heterozigotos (HbSC
e HbpBS).

A Figura 9 sumariza a classificagdo da amostra para estudos moleculares.
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HEMEPAR
Amostra Total
n=500

Excluséo

I (baixa qualidade do DNA)
n=2

Amostras Analisadas
n=498

Grupo AA Grupo AS Grupo SS
n=222 n=231 n=45

Figura 9 — Fluxograma para caracterizagdo dos grupos em estudo.

As amostras dos nove pacientes duplamente heterozigotos, sendo trés
portadores da hemoglobinopatia SC (HbSC) e seis portadores de beta talassemia
menor associada & hemoglobinopatia S (Hb®S), foram utilizadas para os ensaios

preliminares, mas nao para os demais estudos deste projeto.
4.1.2 Extracdo do DNA gendmico

O DNA gendmico, das amostras de sangue periférico, foi extraido pelo
método de salting out segundo Lahiri e Nurnberger (1991), com modificagdes (Anexo
3).
4.1.3 Quantificagcdo do DNA gendmico

Apds extragdo, o DNA genbmico foi quantificado conforme Wittwer e
Kusukawa (2006). As amostras foram diluidas 1:50 com agua ultra pura e
quantificadas por espectrofotometria em 260 nm (Bio Photometer, Eppendorf). O

célculo da concentragéo foi realizado pela equacgao:

Concentragdo em ng/uL de DNA (fita dupla) = Azso X 50 x diluicao

As amostras com concentragdo de DNA superiores a 100 ng/uL foram

consideradas adequadas.
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A pureza da amostra do DNA foi estimada pela razdo entre as absorbancias
Azs0/Azs0. Valores entre 1,6 e 2,0 foram considerados adequados.

Amostras que nao apresentaram resultados satisfatérios, com a relagéo
Aze0/a280, S€NdO inferior a 1,6 ou superior a 2,0, e concentracdes de DNA abaixo de
100 ng/uL, foram submetidas a uma nova extragao.

Todas as amostras de DNA foram normalizadas para a concentragao de 100
ng/uL por diluicdo com agua ultra pura estéril e mantidas em freezer a -20°C até o

momento da analise.

4.1.4 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A regido da sequéncia 62111 a 62487 (GenBank numero de acesso U01317)
do gene da beta globina humana que flanqueia o sitio da mutagdo da hemoglobina S
foi amplificada através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Os
oligonucletideos inciadores foram desenhados utilizando-se o programa (Primer3:
www.primer tool) e produzem um amplicon de 377 pares de base (377 pb). A regido
amplificada compreende todo o exon 1, intron 1 e parte do exon 2 do gene da beta
globina humana. A localizagdo do sitio de anelamento dos oligonucleotideos
iniciadores e sitio de mutacdo S encontra-se no Anexo 4.

A otimizacao in silico dos oligonucleotideos foi realizada com o programa
NetPrimer, disponivel na Internet (http://www.premierbiosoft.com/netprimer/) sendo
realizadas as anadlises de temperatura de anelamento (Tm), propriedades
termodinamicas e a formagdo de grampos e dimeros de primers. Os resultados
demonstraram que uma temperatura de anelamento de aproximadamente 60°C
pode ser utilizada no ensaio de PCR e a possibilidade do aparecimento de grampos
e dimeros de primers é baixa.

As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores foram alinhadas com as
sequéncias do genoma humano depositadas no banco de genes, utilizando-se o
programa Blast N (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi). As analises
mostraram que os oligonucleotideos iniciadores propostos alinham com as regides
codificadoras do gene da beta globina humana, sugerindo especificidade para o
amplificado. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados no presente estudo foram

sintetizados pela Bioneer.


http://primer3:%20www.primer%20tool/
http://primer3:%20www.primer%20tool/
http://www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/netprlaunch.html
http://www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/netprlaunch.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
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A reacado de PCR foi conduzida com base no protocolo descrito por Clark e
Thein (2004) e otimizada para as condi¢cdes do laboratdrio. A Tabela 2 mostra o

protocolo para o procedimento de PCR.

TABELA 2 — CONDIGOES PARA REAGAO DE PCR PARA AMPLIFICACAO DO
EXON 1 DO GENE DA BETA GLOBINA HUMANA

Reagentes Regido exon 1
HBB-F-5-AGTCAGGGCAGAGCCATCTA-3
Oligonucleotideos iniciadores
HBB-R-5-GCCCATAACAGCATCAGGAG-3
Concentracéo final Volumes para 20 uL
Oligonucleotideos iniciadores 10 pmol 2,0 uL
(10 pmol/uL cada)
DNA molde (100 ng/uL) 100 ng/20uL 1,0 ub
Tampéo Taq 10X 1X 2,0 uL
dNTP 5 mM 0,2 mM 0,8 uL
MgCl, 50 mM 1,5 mM 0,6 uL
Agua ultra puraestérii | - 12,8 uL
Taq DNA polimerase (5U/uL) 4 U/20uL 0,8 uL
Ciclo térmico 1 ciclo: 94°C - 2 min
34 ciclos:
94°C > 1 min
60°C > 1 min
72°C > 1 mim
1 ciclo: 72°C - 10 mim

Tampao Taq 10X concentrado: 200 mM Tris-HCI (pH 8,4); 500 mM KCI

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em agarose 1,2% em
tampao TBE 1X (Tris-hidroximetilaminometano 89 mMI/L; acido bérico 89 mMI/L e
EDTA 1 mM/L, pH 8,2). Uma aliquota de 2uL do produto de PCR acrescido de 3 pL
de solucédo de aplicacéo (glicerol 30% v/v, 0,05% de azul de bromofenol e 0,05% de
xileno cianol) foi aplicada no gel. Os produtos de PCR foram corados com solugéo
de brometo de etideo (0,5 pg/mL) e visualizados em transiluminador sob luz
ultravioleta (302 nm). As imagens foram capturadas com camara CCD (Sistema

Biochemi, UVP). A Figura 10 mostra um perfil eletroforético tipico para este ensaio.
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500 pb
400 pb
300 pb

200 pb
100 pb

Figura 10 — Perfil eletroforético tipico de produtos de PCR da

amplificagéo do gene da beta globina humana.
Eletroforese em gel de agarose 1,2% em tampao TBE 1X. O
produto de PCR (2 yL) acrescidos a 3 L da solugéo de aplicagao
foi aplicado no gel. A corrida eletroforética foi realizada em
temperatura ambiente por 50 min a 50V (25mA). O gel foi corado
com brometo de etideo. As linhas 1 e 6 mostram o marcador de
massa molecular de 100 pb (Fermentas). A linha 2 mostra o
controle negativo (branco) da reagéo. As linhas 3, 4 e 5 mostram
os produtos de PCR (377pb).

4.1.5 Detecgado molecular da mutagao S por PCR-RFLP

A presenga da mutagao S (HBB:c.20A>T, rs334) no gene da beta globina foi
caracterizada através da reagcdo de PCR-RFLP (polimorfismo de comprimento de
fragmentos de restricdo) utilizando a enzima de restricdo HpyF3 | (Fermentas), com
protocolo de ensaio realizado segundo Badens et al. (2002) e Kanokwan et al.
(2004) com modificagdes. A Tabela 3 mostra o protocolo utilizado para a reagéo de
restricao.
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TABELA 3 — PROTOCOLO DA REAGAO DE RESTRIGAO PARA A DETECGAO DA
MUTACAO S DO GENE DA BETA GLOBINA HUMANA POR PCR-

RFLP
Reacédo de Restri¢cado

Reagentes

Concentracédo Volumes

final para 5 uL

Produto de PCR ~20ng/pL 1,0 uL
Tampéao Tango 10X concentrado* 1X 0,5uL
Agua ultra pura estéril 3,375 uL
Enzima de restricao HpyF3 | (10U/pL) 1,25U/5uL 0,125 L
Temperatura de incubagéo 37°C
Tempo de incubacao ~16 h

Tampao 10 X: 330 mM Tris-Acetato (pH 7,9); 100 mM Acetato de Magnésio,
660 mM Acetato de Potassio, 1 mg/mL BSA.

Foram estudados os tamanhos dos fragmentos de restrigdo do amplicom do
gene da beta globina humana com a enzima de restricdo HpyF3 |, que cliva na
sequéncia 5-C| TNAG-3'. A Figura 11 mostra os mapas de restricdo com a enzima

HpyF3 | para o amplicon em estudo.

HpyF3 | HpyF3 |
93 pb | 201 pb | 83pb

HbA | | 377 pb

HpyF3 |
294 pb | 83pb

HbS 1 377 pb

Figura 11 — Mapa de restricdo com a enzima HpyF3 | do amplicon do exon 1 do

gene da beta globina humana.

Na HbA normal, dois sitios de restricdo sdo observados resultando em
fragmentos de restrigdo de 83, 93 e 201 pb. A mutagéo S suprime um sitio
de restricao resultando em fragmentos de 83 e 294 pb. O fragmento de 83
pb sendo comum a todas as formas é utilizado como controle da reagao
de restrigao.

Os produtos de restricdo foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida 10% (29:1) em tampao TBE 1X. Foi aplicado no gel 5 uL da reacéo de
restricdo acrescidos de 4 pL de solugdo de aplicagao (glicerol 30% v/v, 0,05% de
azul de bromofenol e 0,05% de xileno cianol). O gel de eletroforese foi corado com

brometo de etideo (0,5 pg/mL), visualizado sob luz ultra-violeta (302 nm) e
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fotodocumentado com camara CCD (Biochemi, UVP). A Figura 12 mostra um perfil

eletroforético de todos os gendétipos em estudo.

1 2 3 4 5 6 7

400 pb — _

300 pb — . | g | | b b —294pb
200 pb — - RIE ” — 201 pb
100 pb — 3 — 93 pb

— 83 pb

Figura 12 — Perfil eletroforético dos produtos de PCR-RFLP do exon 1 do gene
da beta globina clivados com a enzima HpyF3 I.
Os fragmentos de restrigdo com a enzima HpyF3 | (sitio de restrigdo: CITNAG)
foram separados em gel de poliacrilamida (29:1) a 10% em tampao TBE 1X,
corados com brometo de etideo e visualizados sob luz ultra-violeta (302 nm)
com imagem capturada em sistema Biochemi (UVP).
As linhas 2 e 3 mostram o perfil de restricdo para o gendtipo AA. As linhas 4 e 5
mostram o perfil de restricdo para o gendtipo AS. As linhas 6 e 7 mostram o
perfil de restricdo para o gendtipo SS. A linha 1 mostra o marcador de massa
molecular de 100 pb (Fermentas) e no lado direito do gel estdo assinalados as
massas moleculares dos fragmentos de restrigao.

4.1.6 Detecgao de outros sitios polimoérficos por PCR-SSCP

Outros sitios polimérficos no exon 1 do gene da beta globina foram
detectados através do ensaio de PCR-SSCP, com procedimento realizado segundo
Sambrook, Fritsch e Maniatis (1989). Os produtos de PCR (4uL) adicionados de 10
ML de tampédo contendo formamida (95% formamida, 2mM EDTA, 0,05% azul de
bromofenol e 0,05% de xileno cianol) foram aquecidos a 95°C por 10 minutos para a
separagao da fita dupla do DNA e imediatamente resfriados em gelo. Em seguida,
todo o volume da amostra foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida 8%
(29:1) em tampéo TBE 0,5X e glicerol 0,5%, sendo os fragmentos corados com
brometo de etideo. A corrida eletroforética foi terminada quando o corante azul de
bromofenol atingia o limite inferior do gel. O gel foi corado com brometo de etideo e
visualizado sob luz ultravioleta com imagem capturada em sistema Biochemi, UVP.
Foram usados géis com 160x160x0,8 mm (Gibco) e géis com 100x75x0,75 mm (Mini

Protean 3, BioRad). As Tabelas 4 e 5 mostram, respectivamente, o preparo do gel
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de poliacrilamida e as condi¢gdes de ensaio para a reagao de PCR-SSCP. A Figura

13 mostra um gel tipico da reacao de PCR-SSCP otimizada.

TABELA 4 — PREPARO DO GEL DE POLIACRILAMIDA E CONDIGOES PARA O

ENSAIO DE PCR-SSCP

Reagentes Para 25mL de Gel 8%* | Para 5mL de Gel a 8%**
= S — —
Sg:l:lgé;éoE:a:é)aﬁh%c;gmlda/&sacnIamlda 50 mL 1,0 mL
TBE 5X 2,5mL 0,5 mL
Glicerol 50% 0,25 mL 0,05 mL
Agua tipo 1 ultra-pura qgsp 25 mL (17,25 mL) gsp 5mL (3,5mL)
Persulfato de aménio 10% p/v 0,20 mL 0,03 mL
TEMED 0,025 mL 0,005 mL
Condicdes de ensaio variaveis variaveis
Pré-corrida 60 mim, 150 V 30 min, 150V
Tampéo de corrida TBE 0,5X TBE 0,5X
Corrente | 200V (25mA por gel) 200V (15mA por gel)
Temperatura Geladeira (4 — 8 °C) Geladeira (4 — 8 °C)
Tempo ~ 18 horas ~4 horas

*Gel para cuba Gibco (160x160X0,8mm)

**Gel para cuba miniProtean 3, BioRad (100x75x0,75mm)
TEMED: N,N,N’,N’-tetrametiletiletilenodiamina.

TABELA 5 - PROTOCOLO DA REAGAO DE PCR-SSCP

Reagentes Reacéo de SSCP
Produto de PCR (~40ng/uL) 4,0 uL
Tampao de formamida 10 pL
Temperatura 98°C
Tempo de incubacéo 10 min

Resfriar em gelo

Imediatamente apds incubagao

Aplicar no gel todo o volume
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Figura 13 — Perfil eletroforético tipico da reagdo de PCR-SSCP para o exon

1 do gene da beta globina.

Gel de poliacrilamida (29:1) 8% em tampao TBE 0,5X com adi¢do de 0,5%
de glicerol. A 4 pL do produto de PCR foram acrescidos 10 pyL de tampéo
com formamida seguido de incubagdao a 98°C por 10 minutos, sendo o
volume total aplicado no gel. A corrida eletroforética foi realizada em a 4-8°C
por cerca de 4 horas a 200V (16mA). O gel foi corado com brometo de
etideo e visualizado sob luz ultravioleta (302 nm) com imagem capturada em
sistema Biochemi (UVP). As linhas 1, 2 e 3 mostram o padréo eletroforético
da variagao 1 (usual) e as linhas 4, 5 e 6 mostram o padrao eletroforético da
variagao 2.

4.1.7 Identificagao das variagdes genéticas por reagao de sequenciamento de DNA

A caracterizacdo dos polimorfismos detectados no procedimento de PCR-
SSCP foi realizada por reacédo de sequenciamento do fragmento de DNA (amplicon)
ap6s remocgado dos oligonucleotideos iniciadores e dNTP. A reagdao de
sequenciamento de DNA foi realizada utilizando-se o sistema ET terminator (GE
Healthcare), que utiliza didesoxirribonucleotideos acoplados a fluoréforos. Foram
sequenciadas 288 diferentes amostras de DNA (57,8% do total da amostra) sendo
144 no sentido direto e 144 no reverso. Do total de amostras seqlienciadas,
aproximadamente 50% puderam ser analisadas por apresentarem sequéncias boas
de DNA. Também, todas as amostras que apresentaram padrdes eletroforéticos
distintos na PCR-SSCP foram sequenciadas em ambos os sentidos. Os produtos
das reacbes foram analisados em sequenciador automatico modelo 377 (Applied
Biosystems) ou MegaBACE 1000 (GE Healthcare). A Tabela 6 detalha o protocolo

para a reagao de sequenciamento.



TABELA 6 — PROTOCOLO DA REAGAO DE SEQUENCIAMENTO

Remocéo dos oligonucleotideos iniciadores dos produtos de PCR

Produto de PCR (10-20 ng/uL) 5uL
Exonuclease | (EXO I, USB, 10U/uL) 0,33 uL
Fosfatase Alcalina de camarao (SAP, USB, 1U/uL) 0,66 pL
Incubacgao 45 min a 37°C
Inativagéo 20 min a 80°C
Reacdo de sequenciamento
Produto de PCR livre de oligonucleotideos (10 - 15 ng) 2uL
Oligonucleotideos iniciadores “F” ou “R” (10 pmol/uL) 1uL
Agua ultra-pura estéril 1,5 uL
Reagente ET (GE HealthCare) 3 uL
Ciclos/temperaturas 35 ciclos:

30sa94°C e 120 s a 60°C

Purificacdo dos produtos da reacdo de sequenciamento

Reacéao de sequenciamento

Utilizar o volume total da reacao

Agua ultra-pura estéril 12 uL
Acetato de aménio 7,5M 2uL
Etanol absoluto 65 uL

Homogeneizar e Centrifugar

45 mina 2900 x g

Retirar o excesso de etanol

Etanol 70%

150 uL

Homogeneizar e Centrifugar

10 min a 2900 x g

Secar

Reconstituir com agua ultra pura estéril ou formamida

10 uL

4.1.8 Analise das sequéncias de DNA

A montagem das sequéncias contiguas a partir das sequéncias direta (F) e
reversa (R) obtidas e a deteccdo de mutagbes foram realizadas utilizando o
programa CodonCode Aligner 2.0.6 para Windows (http://www.codoncode.com).
Este programa foi alimentado com arquivo em extensao “scf’ gerado pelo programa
Phred/Phrap (EWING et al.,, 1998) e CONSED (GORDON; ABAJIAN; GREEN,

1998).
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4.2 ANALISES BIOQUIMICAS

4.2.1 Amostra para analises bioquimicas

Uma sub-amostra da amostra total (item 4.1.1), compreendendo 404
individuos, foi utilizada nas analises de parametros bioquimicos.

As amostras de sangue com EDTAKj; (Vacutainer, BD) foram centrifugadas
por 10 minutos a 3200 x g (centrifuga 1420 Eppendorf). Apds centrifugacdo o
plasma foi separado em aliquotas e mantido em freezer a -20°C até a realizagao das
analises. Amostras hemolisadas foram excluidas das dosagens.

Esta sub-amostra foi classificada segundo a presenca dos alelos para
hemoglobinas A e S determinados por PCR-RFLP (item 4.1.5) em Grupo AA
(n=200), Grupo AS (n=162) e Grupo SS (n=42).

4.2.2 Quantificagéo dos parametros bioquimicos

As quantificagbes plasmaticas dos analitos em estudo foram realizadas em
sistemas automatizado Express Plus (Bayer), com calibradores e controles da In
Vitro Diagnostica S/A. Os principios dos métodos e reagentes utilizados estéao

descritos na Tabela 7.

TABELA 7 — PRINCIPIOS METODOLOGICOS E REAGENTES PARA DOSAGEM
DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

Dosagem Principio metodoldgico Reagente utilizado

Albumina Reagao com verde de bromocresol
Enzimético colorimétrico com colesterol esterase,

Colesterol total co_lesterol oxidase e peroxidase (Reagdo de Kovalent do Brasil Ltda
Trinder)

Creatinina Picrato alcalino cinético

HDL-colesterol Ensaio homogéneo enziméatico colorimétrico

LDL-colesterol* Calculo pela equacgédo de Friedewald IV Diretrizes Brasileira

Proteinas Totais | Reagao do Biureto

Ensaio enzimatico com lipase, glicerol quinase,
Triglicérides glicerol-3-fostato oxidase e peroxidase com reagéo
de Trinder.

Kovalent do Brasil Ltda

*LDL-colesterol = Colesterol total — HDL-colesterol — Triglicérides/5
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Os produtos de glicacdo avancada (AGEs) foram quantificados pela medida
da fluorescéncia como descrito por Wrobel et al. (1997) e Zilin et al. (2001). Esta
metodologia quantifica os AGEs fluorescentes presentes na fracdo de baixa massa
molecular do soro. A 25 uL de amostra de plasma foram adicionados 600 uL de
acido tricloroacético (0,15 mol/L) e 125 uL de cloroférmio. A mistura foi
vigorosamente homogeneizada para a precipitagdo completa das proteinas e para
extrair os lipides. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 12100 x g por dez
minutos. O sobrenadante limpido foi transferido para um frasco do equipamento de
HPLC. A andlise foi realizada em equipamento HPLC (Varian), no qual foram
injetados 20 uL do sobrenadante utilizando-se fluxo de agua ultra-pura. Os AGEs

foram detectados pela fluorescéncia Ex370/Em440 (banda de passagem de 17 nm)
e as proteinas quantificadas pela absorbancia em 280 nm. A concentracdo de AGEs
fluorescentes em fragdo sérica de massa molecular pequena (F-AGEs) foi obtida
pela razdo da fluorescéncia observada (UA) dividida pela absorbancia em 280 nm,

resultando na unidade UA/Axso.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

As comparagdes entre variaveis com distribuicdo normal foram realizadas
pelo teste “t” de Student para amostras nao-pareadas e pela analise de variancia
(ANOVA), sendo a variavel triglicérides analisada apds sua normalizagdo por
transformacao logaritmica (JEKEL; ELMORE; KATZ, 1999).

As analises envolvendo AGEs, que nao apresentaram distribuicdo normal
foram realizadas com teste U de Mann-Whitney.

O programa Statistica 5.5 (StatSoft, Inc. Tulsa, CA) para Windows foi utilizado
para as determinagdes de média, desvio padrao e frequiéncias dos sexos.

As frequiéncias genotipicas e sexo foram comparadas utilizando o teste exato
de Fisher bidirecional com o programa RxC (Miller, 1997). As frequéncias alélicas
foram comparadas pelo teste de Chi-quadrado com um grau de liberdade.

Uma probabilidade (p) inferior a 0,05 foi considerada significativa em todas as

analises.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISES MOLECULARES

5.1.1 Caracterizacdo da amostra para ensaios moleculares

A estatistica descritiva (média, desvio padrdo, mediana e amplitude de
variagao) para a idade e sexo dos grupos em estudo encontra-se na Tabela 8.

TABELA 8 — CARACTERIZACAO DA AMOSTRA QUANTO A SEXO E IDADE NOS
GRUPOS EM ESTUDO PARA AS ANALISES MOLECULARES

Idade (anos
Grupos n(%) MédiatDP Medi(ana : AV
H 114 (51,7) 34,0411,0 33 18-60
Genotipo AA M 108 (48,3) 32,549,9 31 18-55
T 222 33,3+10,5 32 18-60
H 136 (58,9) 31,8+10,5 29 18-58
Gendtipo AS M 95 (41,1) 33,249,9 31 18-56
T 231 32,3+10,3 30,5 18-58
H 17 (37,5) 24,9412,6" ¢ 20 10-52
Genotipo SS M 28 (62,5) 23,319,9" ¢ 23,5 6-45
T 45P 23,9418,9>¢ 23 6-52
H 267 (53,7) 32,4411,0 31 10-60
Total M 231 (46,3) 31,6410,3 30 6-56
T 498 32,0410,7 30 6-60

AV: amplitude de variagcéo; DP: 1-desvio padrdo; H: homens, M: mulheres; T: amostra total
% HbAA vs HbAS, p<0,05 (Teste t para amostras ndo pareadas)
® HbAA vs HbSS p<0,05 (Teste t para amostras ndo pareadas)
® HbAS vs HbSS p<0,05 (Teste t para amostras n&o pareadas)
A comparacao da frequéncia de homens e mulheres entre 0s grupos

apresentou similaridade entre os grupos com genétipos AA e AS (x?=2,59; p=0,11);
AA e SS (x2:2,76; p=0,09). Os grupos AS e SS apresentaram diferenca significativa
nesta andlise (x°=6,79; p=0,009) com uma freqiiéncia maior de mulheres entre os

individuos com anemia falciforme.

A idade média entre os grupos foi significativamente diferente (ANOVA,
p<0,001), sendo que os grupos AA e AS néo diferiram entre si (p=0,41). O grupo SS
apresentou uma idade média cerca de 30% menor que 0s grupos AA e AS.
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5.1.2 Deteccdo da mutacdo S por PCR-RFLP

A deteccao molecular da HbS foi realizada através da reacdo de PCR-RFLP.
A Figura 14 mostra o perfil eletroforético da reacdo de PCR-RFLP para o exon 1 do
gene da beta globina utilizando a enzima de restricdo HpyF3 | (Dde 1). Todas as

reacfes apresentaram um padrao de restricdo inequivoco.

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

400pb—= o4 1o
300 pb— \eemet Ll - l_)LJ ™ oa0
200 pb— Nt 3 e et G l—J T L/ S il —201 pb
100 pb— Nt | y _

| b bt e e ) L o TR

-l

Figura 14 — Perfil eletroforético dos produtos de PCR-RFLP do exon 1 do gene da
beta globina clivados com a enzima HpyF3 1.
Os fragmentos de restrigdo com a enzima HpyF3 | (sitio de restricio: CITNAG)
foram separados em gel de poliacrilamida (29:1) a 10% em tampao TBE 1X, corados
com brometo de etideo e visualizados sob luz ultra-violeta (302 nm) com imagem
capturada em sistema Biochemi (UVP).
A linha 1 mostra o marcador de massa molecular de 100 pb (Fermentas). A linha 2
mostra o branco da reacao. A linha 15 mostra o produto de PCR sem corte (377 pb).
As linhas 3, 7, 10 e 13 mostram o perfil de restricdo para o genétipo SS. As linhas 4,
8, 11 e 14 mostram o perfil de restricdo para o genétipo AS. As linhas 5, 6, 9 e 12
mostram o perfil de restricdo para o gendtipo AA.

Os resultados obtidos pela PCR-RFLP foram comparados com os resultados
dos ensaios convencionais realizados na rotina do Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Parana. A Tabela 9 mostra a classificacdo dos resultados obtidos

Nnos ensaios convencionais comparados com os resultados obtidos na PCR-RFLP.

TABELA 9 — COMPARACAO ENTRE RESULTADOS OBTIDOS POR ENSAIOS
CONVENCIONAIS COMPARADOS COM A PCR-RFLP

Genotipos Ensaios Convencionais PCR-RFLP Concordéancia (%)
AA 222 222 100
AS 231 231 100
SS 45 44 + 1 AS 97,8%

Ensaios convencionais: teste de falcizacdo, teste de solubilidade e eletroforese de
hemoglobinas em meio alcalino.
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Apenas uma amostra apresentou discordancia entre os resultados, na qual
era esperado um genoétipo SS e foi observado um gendtipo AS confirmado pela

reacao de sequenciamento do DNA da amostra discordante.

5.1.3 Deteccéo de outros sitios polimérficos por PCR-SSCP

A técnica de PCR-SSCP, para a deteccdo de outros sitios polimorficos, foi
otimizada para a regido do exon 1 do gene da beta globina humana. Por apresentar
melhor separacédo das fitas simples de DNA e identificacdo de bandas adicionais,
utilizou-se um gel de poliacrilamida (29:1) na concentragéo de 8% em TBE 0,5X com
a adicdo de 0,5% de glicerol, e corrida eletroforética em TBE 0,5X. As condi¢des
otimizadas apresentaram reprodutibilidade no ensaio e facilidade na identificacéo
dos padrdes eletroforéticos. A Figura 15 mostra uma eletroforese tipica de PCR-
SSCP.

Figura 15 — Eletroforese tipica da reacdo de PCR-SSCP, em gel de

poliacrilamida 8% (29:1) contendo TBE 0,5X e 0,5% de glicerol.
Corrida eletroforética com TBE 0,5X. O gel foi corado com brometo de etideo e
visualizado sob luz ultravioleta (302 nm) com imagem capturada em sistema
Biochemi (UVP). As linhas 1, 4, 5, e 6 representam o padrdo de eletroforese mais
freqliente designado usual. As linhas 2, 3, 5, 7 e 8 mostram o perfil eletroforético
para a variagao 2, em destaque (circulo pontilhado) a banda adicional observada.

Foram observados quatro padrbes eletroforéticos diferentes nas andlises de
PCR-SSCP das amostras estudadas. A Tabela 10 mostra a frequéncia dos padrdes
encontrados na PCR-SSCP.
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TABELA 10 — PADROES ELETROFORETICOS OBSERVADOS NA PCR-SSCP E

SUAS FREQUENCIAS

Padrbes de SSCP n (%)
1 1
Variagcéo 1 360
(usual) (72,3)
1 A
Variagao 2 135
(27,1)
1 B
Variacao 3 2
(0,40)
Variacéo 4 1
(0,20)

A linha 1 em todos os géis representa o perfil eletroforético usual.
As linhas A, B e C, representam os padrOes eletroforéticos

diferentes.
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5.1.4 Identificacdo dos polimorfismos através da reacédo de sequenciamento de DNA
5.1.4.1 Confirmacao dos ensaios de PCR-RFLP para a detec¢cdo da mutacdo S

Os resultados obtidos na PCR-RFLP foram confirmados pela reacdo de
sequenciamento do amplicon contendo parte do gene da beta globina. A Figura 16

mostra um exemplo da andlise de seqiienciamento das amostras.

Alinhamento Seqienciamento Variagdo/Hb

O AN AN N HBBEc.20 AAHDAA

ITGACTCCTGAGGAGAAGT /

CTGACTCCTGRAGGAGAAGT —»,CP'\‘ J.r’.\ i ~ i N
O AN ) HBB:c.20 AT/HDAS

ITGACTC ETG.GGBGAAGT

4 ¢ T ¢ ¢ T G L G G0 A G al&

T A ¢ T ¢ & T 6 & 4 G A A& G

o\ M HBB:c.20 TT/HbSS
AL AN DN N ) HBBe

Figura 16 — Alinhamento e cromatogramas tipicos observados para as variacoes AA,

AS e SS do gene da beta globina humana.
A seta indica o sitio de mutagdo. Andlises obtidas com o programa CodonCode e

selecéo de bases de alta qualidade.

5.1.4.2 Identificag&o das variacdes genéticas observadas na PCR-SSCP.

A Figura 17 mostra as regides polimoérficas das amostras com padrdes de

PCR-SSCP diferenciados detectados pelo seqtienciamento do amplicon.
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Padrdes de SSCP Sequenciamento
Variagao 1 (usual) .
1 10 20

1 bmchcenrRre e AT ¢ A C T C b TGTG ERE G

AP A APAT YA n.-\ AW
J X\A/Y\QJTL VAL X VALV A

HBB:c.9CC HBB:c.20TT

Variacao 2 —

* BEOGG COESEEEETEE : c T c RS EENe 1 o
70

HBB:c.9CT HBB:c.20AT

Variacéo 3

HBB:c.9TT HBB:c.20AA

B Variaggo4

Tp— 10 20

s e i T & & T ¢ EE BB T caa ¢ T c coT a A6 6 A G
. M - .ﬁl1 h

S | HBB:Cc.9CG HBB:c.20AT

Figura 17 — Padréo de variabilidade genética encontrada na PCR-SSCP, seguido do
sequenciamento do fragmento de DNA em estudo.
A seta indica o sitio da variabilidade genética observada na PCR-SSCP localizada no
nucleotideo 9 do exon 1 do gene da beta globina humana. Em destaque o nucleotideo
20, no qual est4 localizado o sitio da mutagéo S.
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A Tabela 11 mostra a frequéncia dos padrées encontrados na PCR-SSCP,

associados aos grupos em estudo.

TABELA 11 — FREQUENCIAS ALELICAS, GENOTIPICAS E EQUILIBRIO DE

HARDY-WEINBERG (H-W) PARA A VARIACAO HBB:c.9C>T NOS
GRUPOS EM ESTUDO E DISTRIBUICAO DA VARIACAO
HBB:c.9C>G NOS GRUPOS EM ESTUDO

PCR-SSCP Total n(%) Genotipo AA | Gendtipo AS | Genoétipo SS
(Variagdo genética) =498 =222 n=231 n=45 o*
HBB c.9C>T <0,0001°%
CC | 360 (72,3) 135 (60,8) 183 (79,2) 42 (93,3)
CT | 135(27,1) 85 (38,3) 47 (20,3) 3(6,7)
TT 2 (0,40) 2 (0,90) 0 (0) 0 (0)
Alelo T(%) [95%IC] | 14,0 [12-16] | 20,0 [16—24] 10,2 [7-13] 3,3 [0-7]
H-W p=0,0045 p=0,0038 p=0,084 p=0,817
®Variacdo HBB ¢.9C>T: gendtipos AA vs AS, p<0,001
®Variacdo HBB ¢.9C>T: gendtipos AA vs SS, p<0,001
®Variacdo HBB ¢.9C>T: gendtipos AS vs SS, p<0,033
HBB ¢c.9C>G
CG 1 (0,20) 0 (0) 1(0,43) 0 (0)

* teste exato de Fisher bidirecional

dComparacao dos genotipos AA, AS e SS com os genotipos da variagdo HBB c9C>T.
H-W: probabilidade do teste do Chi-quadrado para o equilibrio de Hardy-Weinberg.
95% IC: intervalo de confianca de 95%.
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5.2 ANALISES BIOQUIMICAS
5.2.1 Caracterizacdo da amostra para ensaios bioquimicos

A estatistica descritiva (média, desvio padrdo, mediana e amplitude de
variacdo) para a idade e sexo entre os subgrupos em estudo para as andlises

bioquimicas encontra-se na Tabela 12.

TABELA 12 — CARACTERIZACAO DA AMOSTRA QUANTO A SEXO E IDADE NOS
GRUPOS EM ESTUDO PARA AS ANALISES BIOQUIMICAS

Idade (anos
Grupos n(%) MédiaDP Medi(ana : AV
H 110(54,8) 34,5411 33 18-64
Gendtipo AA M 90 (45,2) 33,1+10,3 33 19-54
T 200 33,9+10,7 33 18-64
H 103 (63,3) 31,1+10,3 29 18-57
Gendtipo AS M 59 (36,7) 32,8499 29 18-56
T 162 31,7+10,2 39 18-57
H 17 (41,0) 27,6412,6 25 18-52
Genotipo SS M 25 (59,0) 24,047,3 24 18-45
T 42 26,948,7 24 18-52
H 229 (56,8) 32,5410,9 30 18-64
Total M 175 (43,2) 32,1410,0 30 18-56
T 404 32,3+10,5 30 18-64

AV: amplitude de variagdo; DP: 1-desvio padréo; H: homens, M: mulheres; T: amostra total.
Comparacdes pelo Teste exato de Fisher bidirecional da freqiéncia de homens e mulheres AA
vs AS, p=0,1079; AA vs SS, p=0,0923 e AS vs SS, p=0,0083.

Comparacéo pelo teste “t-Student” entre idades de amostra total AA vs AS,p=0,048; AA vs SS,
p=0,0002 e AS vs SS, p=0,0083.

5.2.2 Quantificacdo dos parametros bioquimicos e dos produtos de glicacdo

avangada fluorescentes

Os valores de média (M), desvio padrdo (DP) e amplitude de variacdo (AV)
para os analitos em estudo sdo mostrados na Tabela 13, separados por sexo e

grupos estudados.



TABELA 13 — VALORES DE PARAMETROS BIOQUIMICOS E GENOTIPOS EM

ESTUDO
Gendbtipos
Analitos Sexo HbAA HbAS HbSS (ANBvA)
(n=200) (n=162) (n=42)
- 167,1+41,3 155,1+38,0° 134,0+36,5 " ° 0.002
Colesterol [92-296] [85-282] [84-217] '
Total N 170,2+39,9 160,0+38,0° 133,7+36,5 > ° Jp—
(mg/dL) [91-340] [90-266] [79-227] '
S 168,5+40,6 157,0+38,0° 134,2436,1°° ap—
[91-340] [85-282] [79-227] '
43,0+8,7 42,2495 38,7+10
H [21-70] [24-70] [26-60] 0172
HDL-C 48,7+11,2 46+10,5 38,8+10,3 ¢
(mg/dL) M [26-82] [25-69] [23-73] <0,001
45,6+10,3 43,7+10,1 38,7+10,1 ¢
Total [21-82] [24-70] [23-73] <0,001
H 92,9+24,2 87,9+26,3 76,3+30,7 " 0.031
[33-173] [41-196] [29-140] ’
LDL-C v 99,7+30,4 92,0+27,0 72,1+30,1 > ¢ <0.001
(mg/dL) [39-255] [42-180] [26-146] :
96,0+27,3 89,5+26,6 ° 73,8+30,1 ¢
o [33-255] [41-196] [26-146] <o
H 151,9+98,1 125,1+77,7 99,7+40,6 0.015
[32-510] [29-395] [40-196] '
Triglicérides N 109,2+65,1 107,7+64,4 118,6+62,3 0.747
(mg/dL) [30-373] [39-371] [45-347] '
Total 132,5+87,2 118,4+73,1 110,8+54,7 0114
[30-510] [29-395] [40-347] '
6,6+1,1 6,7+0,8 7,9+0,8 ¢
Proteina : [4,2-8,7] [5,0-8,5] [5,5-8,9] <0,001
e N 6,8+1,1 6,440,9 ° 8,0+0,7"° <0,001
(@/dL) [4,6-8,5] [4,5-8,4] [5,6-9,0]
9 Total 6,711 6,6+0,0 8.0+0,7 7° 0,001
[4,2-8,7] [4,5-8,5] [5,5-9,0] '
3,740,3 3,740,3 4,005 °
H [2,9-4,5] [3,0-4.6] [2,4-4,7] <0.001
Albumina 3,70,3 3,5¢0,3° 4,0¢03°°
(g/dL) M [3.1-4,3] [2,8-4,2] [3.2-4,6] <0.001
3,7+0,3 3,6+0,3 4,0£0,4°°
Total [2.9-4,5] [2,8-4,6] [2.4-47] | <0001
1,0+0,2 0,9+0,2 2 0,5+0,2 ¢
i [0317] [0,4-1,5] [0,2-6,3] <0,001
Creatinina 0,8+0,2 0,8+0,2 0,6+0,5"°¢
(mg/dL) M [0,6-1,5] (0,4-1,4] [0,3-2,5] <0,001
0,9+0,2 0,9+0,2 2 0,6+0,5>°
Total [03-17] [0,4-15] 0263 | 9001
3,9+1,6 3,6+1,2° 3,1+0,6
2 [1,6-10,8] [3,0-7,4] [2,4-3,8] .
F-AGES N 3.7+14 3,4+1,3 3,30,5 A
(UA/A 250) [2,5-11,9] [2,0-8,7] [2,5-4,0] ’
3,8+1,5 3,5+1,2 ¢ 3,2+0,5
o [1,6-11,9] 2,0-8,7] [2,4-4,0] Ok

Os resultados sdo: Média +1-DP e Mediana [AV]; H: homens, M: mulheres.

n total= 404, n homens= 229, n mulheres= 175

Teste t para amostras ndo pareadas:*HbAA vs HbAS, p<0,05; ®HbAA vs HbSS p<0,05; “HbAS
vs HbSS p<0,05.

Teste U Mann-Whitney: °HbAA vs HbAS p<0,05
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Dois individuos apresentaram valores de creatinina muito diferentes dos
demais individuos analisados. Um individuo com gendtipo AA apresentou valor de
creatinina igual 1,7mg/dL, e outro individuo com gendétipo SS, apresentou creatinina
de 6,3 mg/dL. Estes individuos foram removidos da planilha de resultados e uma
nova analise realizada ndo mostrou alteracdo significativa nos resultados
apresentados na Tabela 14.

As Figuras 18 e 19 destacam as médias e desvios padrbes para as
determinacdes de colesterol total e AGEs fluorescentes observados para 0s
genotipos AA, AS e SS determinados por PCR-RFLP.

300
T~ +1.96*Desvio Padrdo
[ 1 +1.00*Desvio Padréo.
250 _— O Média
= -
8
o)
E 200
s
S o
S 150 ©
2 o}
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8 100
50
AA AS SS

Genotipos (PCR-RFLP)

Figura 18 — Média e desvio padrdo das concentracdes séricas de colesterol
total para a amostra total analisada e gendtipos da hemoglobina
obtidos por PCR-RFLP.

O retangulo superior destaca os elementos da figura. As médias foram
significativamente diferentes entre todos os grupos (p<0,05).
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Figura 19 — Média e desvio padrdo das concentracdes séricas de AGEs
fluorescentes para a amostra total analisada e genoétipos da

hemoglobina obtidos por PCR-RFLP.
O retangulo superior destaca os elementos da figura. As médias ndo
diferiram entre os grupos (p>0,05).
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A Figura 20 mostra a distribuicdo dos valores de colesterol total e proteina

total para as amostras em analise. Enquanto os valores para colesterol total

reduzem com a presenca do alelo S, os valores para proteina total aumentam.

Proteina Total (g/dL)

o
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»
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Figura 20 — Distribuicdo dos valores de colesterol total e proteina total

na amostra em estudo.

Os quadrados abertos representam o grupo AA (n=200), os tridngulos
azuis o grupo AS (n=162) e os circulos vermelhos o grupo SS (n=42).
O retangulo tracejado destaca as amostras que apresentam colesterol
total menor que 150 mg/dL associado a proteina total maior que 7,0
g/dL caracteristicas que representam frequéncias de individuos para
0s grupos AA, AS e SS, respectivamente, 4,3%, 9,3% e 69,5%.
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A Tabela 14 mostra os valores bioquimicos encontrados distribuidos nos

grupos em estudo formados pelos gendétipos HBB:c.9CC e HBB:c.9CT.

TABELA 14 — PARAMETROS BIOQUIMICOS E VARIACOES 1 E 2
(HBB:c.9CC E HBB:c.9CT)

Anali s SSCP/sequenciamento |
nalitos exo HBBC.9CC HBBC.9CT D
Colesterol H 153,9+36,9 166,4+43,8 0,065

Total M 155,7+37,3 179,6+45,3 <0,001
(mg/dL) Total 154,7+37,0 173,2+44.8 <0,001
HDL-C H 42,2+9,4 43,4+9,3 0,470
(mg/dL) M 45,6+12,2 48,8+8,7 0,100
Total 43,7+10,9 46,2+9,4 0,057

LDL- C H 85,9+23,7 92,3+25,8 0,134
(mg/dL) M 88,6+28,1 104,1+35,4 <0,001
Total 87,1+25,8 98,4+31,6 <0,001

Triglicérides H 127,3+83,7 148,7+96,8 0,184
(mg/dL) M 106,3+55,5 133,2+83,1 0,086
Total 117,8+72,9 140,7+89,8 0,055

Proteina H 6,7+1,0 6,7+1,1 0,694
Total M 6,7+1,1 6,9+1,1 0,809
(g/dL) Total 6,8+1,0 6,8+1,1 0,980
Albumina H 3,7+0,3 3,7+0,3 0,432
(9/dL) M 3,7+0,3 3,61+0,3 0,273
Total 3,7+0,3 3,7+0,3 0,850

Creatinina H 0,99+0,54 0,95+0,21 0,662
(mg/dL) M 0,78+0,31 0,86+0,17 0,129
Total 0,90+0,46 0,91+0,20 0,900

H 3, 71,7 3,6%0,89 0,272

F-AGES M 3,541,1 3,9+1,6 0,166
Total 3,6£1,5 3,8+1,3 0,077

H: homens, M: mulheres; T: amostra total.

n total= 404, n homens= 229, n mulheres= 175

p= teste t para amostras ndo pareadas
Teste U Mann-Withey para FAGEs
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A Figura 21 mostra a comparacao entre as concentracdes do colesterol total

dos gendtipos AA, AS e SS com os genatipos da variacdo HBB:c.9C>T.
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Figura 21 — Comparacdes entre as concentracdes seéricas do
colesterol total observadas nos genotipos AA, AS e
SS com as observadas nos genotipos das variacdes

HBB:c.9C>C e HBB:c.9C>T.

Em cinza os valores de colesterol do respectivo grupo para a
amostra total descrito na Tabela 14. Em azul e laranja
respectivamente os valores para os genotipos HBB:c.9CC e
HBB:c.9CT, descritos na tabela 15.

As colunas representam a média e as barras horizontais
internas na coluna indicam um desvio padréo.

Andlise de varianca (ANOVA) entre os valores em cada grupo
nao mostrou diferencas significativas (p>0,05).
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6 DISCUSSAO

Esta dissertacdo esta centrada na mutacdo do gene da beta globina que
altera o sexto residuo de aminoacido de acido glutdmico para valina (HBB:c.20A>T,
rs334), e produz como resultado a hemoglobina S. Esta variacdo genética
decorrente da alteracdo de uma base no DNA € caracterizada como um
polimorfismo de uma Unica base ou SNP (single nucleotide polymorphism). Os SNPs
sao resultados de erros na replicacdo ou reparo do DNA que ocorreram na historia
humana (HINDS et al., 2006).

Cerca de 3,1 milhdes de SNPs ja estédo descritos no genoma humano, sendo
25 a 35% deles, comuns entre diversas populacdes (The International HapMap
Consortium, 2007). A estimativa é que o genoma humano contemple um total de 10
milhdes de SNPs, definidos como variagcbes com frequéncia >1%, 0 que representa
uma densidade de um SNP a cada 290 pb do DNA (YUE; MOULT, 2006).

A mutacdo que resulta na formacao da hemoglobina S leva a alteragbes na
estrutura desta molécula cujos efeitos resultam nos sinais e sintomas da anemia
falciforme. O diagndstico desta patologia deve ser precoce e especifico, de modo a
minimizar as complicacoes fisiopatolégicas da doenca. Centros de triagem neonatal
e bancos de sangue sao instancias de deteccdo e acompanhamento,
respectivamente, dos individuos afetados pela anemia falciforme. Ao mesmo tempo,
os hemocentros detectam individuos heterozigotos através da triagem dos doadores
de sangue.

A abordagem da deteccdo da hemoglobina S através de ensaios
moleculares envolvendo o DNA gendmico é pouco utilizada nos Centros de Triagem,
quer por custos elevados, quer pela necessidade de profissionais qualificados na
area e, possivelmente, por serem recentes se comparados aos quase centenarios
testes de solubilidade e falcizagdo da hemoglobina S. Nao foram detectados na
literatura estudos comparando 0s ensaios convencionais com métodos moleculares,

como a PCR-RFLP, apresentado neste estudo.
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6.1 ENSAIOS MOLECULARES

6.1.1 Amostra

A amostra utilizada neste estudo € composta de doadores de sangue e
pacientes de anemia falciforme que utilizam o servico do Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Parana. Do total de 500 amostras coletadas apenas duas (0,4%)
foram excluidas por dificuldades na extracdo do DNA gendmico. Este problema foi
associado ao tempo prolongado de estocagem destas amostras antes do processo
de extracdo de DNA, ao pouco volume de amostra e ao método de extracao
utilizado.

O grupo AS, que apresenta o chamado trago falcémico, ndo diferiu em idade
e proporcao entre homens e mulheres do grupo AA (p>0,05). Este fato pode ser
justificado por serem estes individuos assintomaticos e diagnosticados quanto a
presenca da HbS somente em situagbes especiais, como quando se apresentam
como doadores de sangue. Ramalho, Magna e Silva (2003) descrevem que o
diagnéstico dos heterozigotos AS € um achado casual, pois 0s mesmos
desconhecem a sua condicdo de portador do traco falcémico por serem
assintomaticos.

A idade média dos doadores de sangue representa o grupo com genotipo
AA, 33,3 £10,5 anos, considerado neste estudo como grupo controle normal e o
grupo de doadores com trago falcémico, 32,3 + 10,3 anos (Tabela 9). O grupo de
pacientes com anemia falciforme (grupo SS), diferiu dos grupos AA e AS quanto a
idade (p<0,05) apresentando uma idade média cerca de 30% menor que 0os demais
grupos. Esta diferenca se deve ao fato de que, os individuos dos grupos AA e AS
sdo doadores de sangue, enquanto os do grupo SS sdo pacientes em tratamento.
Devido a programas governamentais, que propuseram a inclusdo das
hemoglobinopatias na triagem neonatal através da Portaria n°® 822/01 do Ministério
da Saude, ha no Brasil uma populacdo cada vez mais jovem de pacientes com
anemia falciforme em tratamento. O diagndstico precoce das hemoglobinopatias &
fundamental devido a sua frequéncia no Brasil, e a gravidade de algumas de suas

formas. Assim, a triagem neonatal e o diagnostico precoce, beneficiam tanto a
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qualidade de vida e a sobrevida dos pacientes, quanto os programas preventivos e
assistenciais (VIANA-BARACIOLI et al., 2001).

A diferenca significativa na idade dos pacientes SS em relagdo aos outros
grupos, também se deve ao fato de que sintomas caracteristicos da doenca, se
manifestam primariamente aos 5 anos de idade, 0 que leva a busca de tratamento
em idade precoce (LONERGAN; CLINE; ABBONDANZO, 2001).

A propor¢cdo de homens e mulheres foi diferente apenas quando
comparados os grupos AS e SS (p=0,009). A frequéncia maior de mulheres (62,5%)
no grupo SS provavelmente € uma caracteristica casual da amostra em analise.
Estudos realizados em outros estados brasileiros como os de Holsbach et al. (2008)
no Mato Grosso do Sul e de Bandeira et al. (1999), em Pernambuco, que avaliaram
a prevaléncia da HbS e sua ocorréncia segundo o sexo, ndo encontraram diferencas
estatisticamente significativas entre pacientes do sexo feminino e masculino. Em
contrapartida, PINHEIRO et al. (2006), analisando dados de triagem neonatal em
Fortaleza demonstraram maior prevaléncia de HbS no sexo masculino em relagéao
ao feminino (6,3% vs. 2,0%). Em outro estudo epidemioldgico da doenca falciforme,
realizado na India, constatou-se menor freqiiéncia para o sexo feminino (KAMBLE;
CHATRUVEDI, 2000). Estes autores sugerem que caracteristicas culturais na india
promovem maior atencdo ao sexo masculino, negligenciando os individuos do sexo
feminino, quanto ao atendimento a saude.

Devido ao padrdo de heranca das hemoglobinopatias, é necessario se
conhecer a origem étnica dos individuos. Porém, nem todos os servicos prestam tal
informacao, o que dificulta uma andlise mais detalhada de cada caso (ORLANDO et
al., 2000). As amostras deste estudo ndo puderam ser avaliadas quanto a etnia dos
individuos, pois o sistema do banco de sangue do HEMEPAR né&o inclui esta

informacé&o de todos os doadores de sangue e, tampouco, dos pacientes.

6.1.2 Deteccdo da mutacdo S por PCR-RFLP

A otimizacdo da reacdo em cadeia da polimerase proposta neste estudo
permitiu a obtencédo de produtos de PCR com boa quantidade e auséncia de bandas
inespecificas (Figura 10, Material e Métodos). Os estudos, realizados por Wu et al.
(1989) e por Chamayou et al. (2002) propdem a obtencédo de um amplicon para
identificagdo da mutagéo S, de tamanho maior que o utilizado neste estudo, variando
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ente 405 e 743 pb o que facilita posteriormente a identificacdo genotipica por PCR-
RFLP em gel de agarose. A opcdo por um amplicon menor (377 pb) neste estudo,
teve como fundamento a dupla utilizacdo deste produto para as técnicas de PCR-
RFLP e PCR-SSCP, onde esta ultima é mais sensivel com fragmentos menores.

A reacao de restricdo foi otimizada para um volume final de 5 uL (Tabela 4,

Material e Métodos) o que proporcionou uma reducdo nos custos do ensaio sem
perda da eficiéncia. A opcdo do uso do gel de poliacrilamida na separacdo dos
fragmentos de restricdo, embora mais trabalhosa quando comparada ao gel de
agarose, ofereceu melhor identificacdo dos fragmentos quando comparada com
resultados de géis de agarose observados na literatura (CLARK; THEIN, 2004;
CHAMAYOU et al., 2002), sendo por isso recomendada para novos estudos.

A enzima de restricdo Dde | referendada em multiplos trabalhos da literatura
foi substituida pelo seu isoesquisémero HpyF3 | pelo seu menor custo. Ndo foram
observadas na literatura vantagens ou desvantagens para qualquer uma das formas.
Neste estudo ndo se observou nenhuma desvantagem associada ao uso da enzima
HpyF3 I.

A Figura 12 (Material e Métodos) mostra o perfil eletroforético dos
fragmentos de restricdo em gel de poliacrilamida, onde s&o identificados com
facilidade os gendtipos associados a mutacao S.

Quando os resultados dos genotipos obtidos por PCR-RFLP foram
comparados com 0s ensaios convencionais realizados no HEMEPAR (teste de
solubilidade, teste de falcizacdo e eletroforese de hemoglobinas) apenas um
individuo (0,2%) apresentou resultado conflitante (Tabela 10). A concordancia entre
as genotipagens por PCR-RFLP com o0s ensaios convencionais, neste caso, foi
cerca de 98%. A Unica discrepancia observada foi de um individuo definido como
gendtipo SS, pelos testes convencionais, mas que foi definido por PCR-RFLP como
genotipo AS, confirmado pela reacdo de sequenciamento de DNA.

Entre as possibilidades aventadas para explicar esta discrepancia,
descartando um erro de transcricdo no resultado e troca de amostra, a principal é
que este individuo apresente dupla heterozigose composta pela HbS e outra
hemoglobina variante, como a HbD-Los Angeles ou HbG Philadelphia, que possuem
perfis eletroforéticos semelhantes aos da HbS. A HbD-Los Angeles ou Punjab
(HBB:c.364G>C; beta 121 Glu>GIn) apresenta uma frequéncia elevada na

populacao brasileira, de um caso para cada cinco mil pessoas analisadas (NAOUM,;



82

DOMINGOS, 2007). A eletroforese de hemoglobinas em pH alcalino e o teste de
falcizacdo ndo conseguem diferenciar o genétipo SS do SD, que pode ser positivo
em ambos os casos. A HbD-Los Angeles interage com a HbS para produzir anemia
hemolitica branda e sintomas que simulam os da anemia falciforme leve (LEE et al.,
1998).

Estdo descritas, além da HbD-Los Angeles, outras hemoglobinas variantes
como a HbD Iran (HBB:c.67G>C; beta 22 Glu>GIn) e HbD Ibadan (HBB:c.263C>A,
beta 87 Thr>Lys), que apresentam comportamento eletroforético similar ao da
hemoglobina S em pH alcalino (NAOUM; DOMINGOS, 2007).

A hemoglobina G Philadephia (HBAZ2:c.207C>G ou C>A ou HBAl.c.
207C>G; alfa 2 ou alfa 1 68 Asn>Lys) é uma variante da cadeia alfa que possui
propriedades bioquimicas e/ou funcionais muito semelhantes as da hemoglobina S.
A HbG tem uma migracao discretamente catodica em relacédo a HbS na eletroforese
alcalina dificultando a discriminacdo entre estas formas variantes (PEREA et al.,
1999). Outras hemoglobinas variantes, como a Hb Memphis (HBB:c.286A>G; beta
95 Lys>Glu) e a Hb Hasharon (HBA2:c.142G>C; alfa 2 47 Asp>His), possuem perfil
eletroforético igual ao da HbS tanto em pH alcalino quanto em pH acido (CLARKE;
HIGGINS, 2000).

Exceto a HbD-Los Angeles, todas as hemoglobinas variantes anteriormente
citadas, séo raras, n&do se conhecendo suas freqiéncias na populagéo brasileira.

No presente estudo, ndo foi possivel determinar conclusivamente a causa da
discrepancia observada entre o resultado do banco de sangue e a PCR-RFLP. A
coleta de nova amostra, repeticdo de todos os ensaios e possivelmente técnicas
para a deteccdo de outras hemoglobinas variantes ou a deteccdo de outros sitios
polimdrficos seriam pertinentes neste caso.

A técnica de PCR-RFLP mostrou-se eficaz na detec¢cdo da hemoglobina S.
Suas vantagens frente aos métodos convencionais residem na especificidade da
deteccdo do sitio da mutacdo em analise e o fato de que ela consegue diferenciar
portadores (heterozigotos) e doentes (homozigotos) em um Unico ensaio. Em
contrapartida, as técnicas convencionais precisam ser realizadas em conjunto para
definir o diagnéstico da anemia falciforme e podem apresentar resultados falsos
negativos e falsos positivos. Por exemplo, os testes de falcizagéo e de solubilidade
podem apresentar resultados falso-negativos em amostras onde a HbS esta

presente em baixa concentracdo associada a elevada concentracdo de HbF, como
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ocorrem em recém nascidos (WAJCMAN et al., 2001). J4 a eletroforese de
hemoglobinas pode resultar em casos falso-positivos, pois outras hemoglobinas
variantes apresentam o mesmo perfil eletroforético da hemoglobina S, em pH
alcalino.

O procedimento de PCR-RFLP permite identificar os gendtipos associados a
HbS, em qualquer estagio da vida, contrastando com os métodos convencionais
para os quais o diagndstico confirmatério s6 é possivel ap0s os seis meses de idade
quando a HbF atinge suas concentracdes fisiolégicas (ORLANDO et al., 2000).

Apesar de apresentar vantagens sobre as técnicas convencionais, a PCR-
RFLP tem custo elevado, além da necessidade de um laboratério com
caracteristicas especificas, o que a torna, no presente, inviavel para a rotina de
populacdes. Resultados incorretos na PCR-RFLP estdo associados a variagoes
genéticas ou insercdes/delecbes que afetem o sitio de restricdo da enzima
(ANTONARAKIS; KAZAZI; ORKIN, 1985). Como exemplos, a mutacdo no
nucleotideo 17 (HBB:c.17C>G; Hb Warwickshire) e as dele¢des no cdédon 5 (-CT) e
codon 6 (-A) e associadas a beta talassemia, removem o sitio de restricdo para a
enzima Ddel (HpyF3I) produzindo resultados falso positivos (KAZAZIAN et al., 1983;
LOSEKOOT et al., 1990).

Novas tecnologias nas analises moleculares, como 0s micro-arranjos, que
permitam um diagnéstico rapido com elevado custo/beneficio, de mdltiplos sitios
polimorficos poderdo em futuro proximo, atender as necessidades de laboratorios e

bancos de sangue com vantagens sobre 0s testes convencionais ora empregados.

6.1.3 Deteccao de outros sitios polimérficos por PCR-SSCP

O método de PCR-SSCP ¢é destinado a triagem de variacbes genéticas e
detecta alteracdes na mobilidade eletroforética de fitas simples do DNA em
condicbes nédo desnaturantes (ORITA et al., 1989). A alteracdo de uma base em um
amplicon pode ser detectada por esta técnica.

A técnica de PCR-SSCP para a deteccdo de novos polimorfismos apresenta
como vantagens a simplicidade de execucao e o baixo custo. No entanto a deteccao
de padrbes de migracao eletroforética, decorrentes das conformacdes assumidas
pelas fitas simples de DNA que caracterizam os polimorfismos, € dependente de

varios fatores como concentracdo da acrilamida, pH do gel, temperatura na
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eletroforese, presenca de aditivos como glicerol, formamida, entre outros
(HENNESSY; TEARE; KO, 1998). Portanto, esta técnica deve ser otimizada para
cada fragmento de DNA que se quer analisar.

Nesta dissertacao a técnica de PCR-SSCP foi otimizada para a regidao do
exon 1 do gene da beta globina humana. Cerca de duas dezenas de condicbes de
ensaio foram analisadas para a otimizacdo da separacao dos enandidmeros. Foram
testadas diferentes concentracbes de géis de poliacrilamida (29:1 e 19:1): 8, 9 e
10%, na presenca e auséncia de aditivos como uréia, glicerol (10, 5 e 0,5%),
sacarose e diferentes tampdes (TBE 1X, 0,5X e solugéo Tris-HCI 40 mM, pH 4,25).

Kukita et al. (1997) mostraram em seus estudos que a sensibilidade do
método é afetada pelo pH, e encontraram uma melhor resolucdo no gel de
poliacrilamida para a técnica de PCR-SSCP, adicionando glicerol ao gel. A presenca
do glicerol diminui o pH do gel e pode aumentar a sensibilidade da técnica fazendo
com que fragmentos maiores (acima de 300 pb) possam ser analisados. Neste
estudo, no qual o amplicon possui 377 pb, p6de-se observar que a adicao de glicerol
ao gel aumentou a qualidade de separacdo das fitas de DNA, melhorando sua
resolucao.

A condicdo que permitiu identificar melhor a presenca de polimorfismos foi
aquele que utilizou um gel de poliacrilamida (29:1) a 8% em TBE 0,5X com a adi¢cao
de 0,5% de glicerol, e corrida eletroforética em TBE 0,5X (item 4.1.6, Material e
Métodos). Este ensaio permitiu 0 melhor padrdo de separacao das fitas simples de
DNA e identificacdo de bandas adicionais mostrando-se reprodutivel, como mostra a
Figura 15. Portanto, estas condi¢des de ensaio foram escolhidas para as analises.

O tamanho do gel ndo foi associado a nenhuma vantagem na identificacéo
de variacGes genéticas na PCR-SSCP. O emprego de géis com 160x160x0,8 mm
(Gibco) ou com 100x75x0,75 mm (Mini Protean 3, BioRad) apresentaram a mesma
sensibilidade. A utilizagcdo do sistema Mini Protean 3 oferece significativa economia
de reagentes e uma reducdo em cerca de quatro vezes no tempo de corrida
eletroforética, sendo por isso recomendado.

O procedimento de PCR-SSCP nédo permitiu a identificacdo da mutacdo S
em nenhuma das condi¢fes estudadas. Podem ter contribuido para este fato o
tamanho do amplicon de 377 pb, quando o ideal seria que tivesse entre 150 e 300
pb (SHEFFIELD et al., 1993). E de conhecimento, que o tamanho do fragmento

analisado ndo deva ser muito grande, pois ha uma perda de sensibilidade da técnica
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com o aumento do amplicon (IWAHANA; YOSHIMOTO; ITAKARA, 1992) e o numero
de mutacdes que pode ser detectado diminui para fragmentos maiores submetidos
ao método de andlise (SARKAR; YOON; SOMMER, 1992). Outra possibilidade esta
associada ao principio da PCR-SSCP, que é a formacdo de conformacgfes estaveis
das fitas simples de DNA na presenca de mutacfes. Propde-se que o sitio de
mutacdo S ndo produza conformacdes estaveis, 0 que como consequéncia, nao
alteraria o padrao de migracao de PCR-SSCP nas condi¢cdes de ensaio estudadas.
Como sugerido por Sozen, Whittall e Humphries (2004), a utilizacdo de
oligonucleotideos iniciadores fluorescentes acoplados a eletroforese capilar pode
oferecer uma maior sensibilidade para este processo, sendo sugerida para outros
estudos. Outra abordagem seria 0 uso de enzimas de restricdo para diminuir o
tamanho do fragmento e facilitar a detec¢cdo dos polimorfismos através da PCR-
SSCP (IWAHANA; YOSHIMOTO; ITAKARA, 1992).

Analisando as corridas eletroforéticas obtidas em géis de poliacrilamida, foi
possivel distinguir quatro padrdes eletroforéticos, designados de variacdo 1 (72,3%),
variagdo 2 (27,1%), variagao 3 (0,40%) e variacdo 4 (0,20%) no fragmento
amplificado do exon 1 do gene da beta globina humana (Tabela 11). Uma amostra
representativa de todas as variantes detectadas no procedimento de PCR-SSCP foi

sequenciada, para caracterizar a variagao genética.

6.1.4 Identificacdo dos polimorfismos por seqiienciamento de DNA

Foram sequenciadas 57,8% do total das amostras deste estudo e destas
aproximadamente 50% renderam sequéncias de bases de boa qualidade para a
analise.

O resultado do seqiienciamento mostrou uma concordancia de 100% com o0s
resultados de PCR-RFLP, reforcando a confiabilidade neste ensaio (Figura 16). A
amostra que apresentou resultados diferentes nos ensaios convencionais com a
técnica de PCR-RFLP foi caracterizada pelo sequenciamento de forma inequivoca
como heterozigoto AS, confirmando o resultado obtido pela PCR-RFLP.

A analise de sequenciamento permitiu identificar os perfis eletroforéticos da
PCR-SSCP (Figura 17). O sitio das variacdes detectadas esta localizado no codon
2, nucleotideo 9 do exon 1 do gene da beta globina. Na variacdo 1, a mais

freqUente, por isso designada usual, temos o gendtipo HBB:c.9CC. As variacdes 2 e
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3 foram caracterizadas, respectivamente, com o0s genétipos HBB:c.9CT e
HBB:c.9TT. Finalmente um Unico individuo apresentou no mesmo nucleotideo o
genadtipo HBB:c.9CG.

A variacdo HBB:c.9C>T produz uma alteracdo silenciosa ou sindGnima na
molécula de hemoglobina, onde o segundo cédon CAC que codifica para uma
histidina (His) é alterado para CAT, que codifica para 0 mesmo aminoacido.

Quando a frequéncia da variagdo HBB:c.9C>T foi comparada nos grupos
AA, AS e SS, mostrou-se com uma distribuicdo diferente (p<0,0001). A frequéncia
do alelo T reduziu significativamente (p<0,05) e progressivamente, ao se comparar
0s grupos AA, AS e SS (20% vs.10,2% vs. 3,3%, respectivamente).

A populagdo brasileira tem como caracteristica a miscigenacado (PROBST et
al., 2000). Sendo os portadores da mutagéo S prevalentes em afro-descendentes e
a populacdo paranaense predominantemente euro-descendente, postula-se que o
alelo T da variacdo HBB:c.9C>T seja predominante nesta ultima. Caso este achado
seja confrmado em estudos subsequientes, é possivel propor que a variacdo
HBB:c.9C>T possa ser um marcador étnico para a populacdo paranaense.

A variacdo HBB:c.9C>T esta descrita na literatura sob numero rs713040
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=713040), embora ainda ndo esteja
validada. O pequeno numero de estudos que mencionam esta variagdo pode estar
associado ao fato da mesma ser uma mutacao silenciosa, ndo produzindo alteracao
na sequéncia de aminoacido, e, consequentemente ndo chamando a atencao para
sua presenca.

A variacdo HBB:c.9C>T na amostra total e no grupo AA ndo se encontra no
equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0,01). A escolha ndo aleatéria da amostra pode
explicar este achado.

Para este mesmo sitio polimoérfico (HBB:c.9), estdo descritas as mutacdes
HBB:c.9[C>A ou C>G], as quais resultam na substituicdo de uma histidina por uma
glutamina, caracterizando a Hb Okayama. A variagdo HBB:c.9C>G foi encontrada
em um individuo com traco falcémico, 0,2% na amostra em estudo (Figura 17,
variacao 4, Tabela 11).

A Hb Okayama tem sido detectada casualmente em individuos diabéticos,
que realizam a determinagcédo de Hb glicada, utilizando a metodologia de HLPC em
coluna de troca i6nica. A Hb Okayama tem o mesmo tempo de retencdo na coluna

de troca ibnica, que a hemoglobina glicada (HbA;c), promovendo uma falsa elevacao
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desta fracdo. Esta variacdo afeta o sitio de ligacdo com o 2,3-bisfosfoglicerato e
promove uma maior afinidade da hemoglobina pelo oxigénio (HARANO et al., 1983).

O presente estudo que utiliza aleatoriamente amostras de banco de sangue
evidencia a necessidade de maiores informacdes sobre os individuos da pesquisa.
Dados como a etnia, peso, altura e parametros laboratoriais sdo relevantes para as
pesquisas genéticas. E inegavel o ganho em qualidade e informacdo que novas
pesquisas poderdo trazer, se tiverem disponivel mais informac¢des sobre a amostra

em estudo.
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6.2 ANALISES BIOQUIMICAS

6.2.1 Amostra

A amostra utilizada para a analise dos parametros bioquimicos e dos
produtos de glicacdo compreendeu 404 individuos da amostra total. As amostras
escolhidas foram as de individuos adultos, acima de 18 anos, cujo plasma nao
apresentava sinais visiveis de hemodlise e foram classificadas em grupos AA, AS e
SS, de acordo com os resultados da PCR-RFLP. Estes grupos diferiram entre si com
relacdo a idade (p<0,05) e quanto a proporcdo de homens e mulheres em relacéo ao
grupo SS (Tabela 13). As demais caracteristicas foram similares as reportadas para
as amostras das anélises moleculares (item 5.1.1).

6.2.2 Quantificacdo dos parametros bioquimicos e F-AGEs

6.2.2.1 Perfil lipidico

As concentragdes séricas dos componentes do perfil lipidico (colesterol total,
HDL-colesterol, LDL-colesterol e trigliceridios) sdo marcadores de risco para doenca
arterial coronariana (IV Diretriz Brasileira Sobre Dislipidemias e Prevencao da
Aterosclerose, 2007).

As concentracfes do perfil lipidico para os pacientes em estudo mostraram
uma significativa reducdo nos pacientes com anemia falciforme, exceto para os
triglicérides, os quais ndo diferiram do grupo controle AA (Tabela 14). Estes
resultados estdo em concordancia com os descritos para uma populacédo iraniana
por Rahimi et al. (2006). Estes autores sugerem que a reducao no perfil lipidico em
pacientes com anemia falciforme possa caracterizar uma redugcdo no risco para
doenca arterial coronariana.

O grupo controle (AA) nao diferiu significativamente do grupo AS para os
componentes do perfil lipidico, exceto para os valores de colesterol total, quando
estes foram analisados separadamente, em relacdo ao sexo. A determinagdo de
LDL-colesterol mostrou concentracdes séricas menores no grupo SS, porém foi
menos sensivel na discriminacdo dos grupos quando comparada a do colesterol

total. Como a fracdo LDL esta diretamente associada ao colesterol plasmatico, seria
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esperada uma melhor associagao entre estes parametros. A medida indireta do LDL-
colesterol pela equacdo de Friedewald* utilizada neste estudo, pode estar
relacionada a uma menor sensibilidade discriminadora para este parametro. Para
novos estudos, sugere-se a quantificacdo direta do LDL-colesterol em ensaio
homogéneo.

*Equacéo de Friedewald:

LDL-colesterol = Colesterol total — (triglicérides/5 + HDL-colesterol)

O colesterol total foi 0 parametro bioquimico que melhor discriminou os trés
grupos em estudo (Figura 18). Considerando o grupo AA como controle, foi
observada uma reducdo média de 7% no colesterol total para o grupo AS
(168,5/157,0) e de 20% para o grupo SS (168,5/134,2). As diferencas observadas
para o grupo SS sdo também similares as descritas por Rahimi et al. (2006) que
mostraram uma reducéo de 22% e 39%, respectivamente, para mulheres e homens
no colesterol total, em comparacéo a individuos normais.

O relato na reducdo do colesterol sérico associado a anemia falciforme é
antigo. Westerman et al. (1964) descreveram uma reducdo de 39% no colesterol
total sérico em pacientes com anemia falciforme. Estes autores ndo observaram
diferenca significativa na concentracdo do colesterol da membrana de eritrécitos
falcémicos, quando comparados a eritrécitos normais. Outros estudos também
confirmam a reducao do colesterol total sérico em pacientes com anemia falciforme
(ERASMUS; OJUAWO, 1990; OFORORUO; ADEDEJI, 1994; EL-HAZMI et al.,
1995).

Vérias hipbteses tém sido propostas para explicar a redug¢do do colesterol
total associado a anemia falciforme. O estado de hemdlise, acentuado e crénico, em
geral presente na anemia falciforme, promove hiperplasia medular decorrente da
hiperproliferacdo dos precursores eritroides. O estado hiperproliferativo pode se
refletir na reducdo do colesterol plasmético, para atender & maior demanda deste
elemento para a biossintese de membranas celulares (NAOUM, 2005).

Postula-se ainda, que a disfuncdo hepatica usualmente presente nos
pacientes com anemia falciforme reduz a producdo enddgena de colesterol e
amplifica as alteragBes no perfil lipidico destes pacientes. Paralelamente, o estresse
oxidativo crénico, gerado pelo estado hemolitico, bem como a sobrecarga de ferro,
decorrente das mudltiplas terapias transfusionais, tornam a particula LDL, que é a

principal carreadora do colesterol no sangue, mais susceptivel a oxidacdo. Nessas
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condicOes, a LDL oxidada é removida do plasma com maior velocidade pelo sistema
reticulo endotelial contribuindo para a hipocolesterolemia (BELCHER et al., 1999).

A reducdo do colesterol sérico € um achado comum também em outras
condi¢cdes patoldgicas, como a leucemia mieldide aguda, o mieloma multiplo e
outras doencas mieloproliferativas, adenocarcinoma endometrial e carcinomas de
cérvix, mama, préstata, ovario, vesicula biliar e pulmdo. O aumento da proliferacao
celular é, possivelmente, a principal causa para estas condi¢des estarem associadas
a hipocolesterolemia (NAOUM, 2005).

O presente estudo parece ser o0 primeiro a relatar o comportamento do perfil
lipidico em uma populacdo brasileira de individuos portadores de hemoglobina S,
bem como apresenta uma amostra com numero de individuos expressivamente

superior em relacéo aos relatados em outros estudos.

6.2.2.2 Proteina Total e Albumina

Os resultados das concentrac6es séricas de proteina total e albumina foram
similares entre os grupos AA e AS, exceto para as mulheres, que apresentaram
concentracbes discretamente elevadas destes parametros no grupo AA. Os
pacientes com anemia falciforme apresentaram valores significativamente superiores
aos demais grupos para estes analitos (Tabela 14).

O aumento conjunto de proteinas totais e albumina sugere um incremento
na sintese global de proteinas. Salman et al. (1996) demonstraram que em
pacientes jovens com anemia falciforme, mesmo na auséncia de crises vaso-
oclusivas e doencas intercorrentes, estes pacientes utilizam 19% a mais de energia
e 58% a mais de proteinas em relacdo a individuos saudaveis. O aumento na
sintese de hemoglobina em resposta a hemdlise, associado ao aumento da carga
cardiaca, podem contribuir para a utilizacdo excessiva de proteinas e energia. Como
resposta ao estado hipermetabdlico, ha um aumento na sintese protéica.

Outra hipotese que pode ser aventada € um aumento das globulinas,
principalmente da fracdo gama, pelo fato de o paciente falcémico ser mais suscetivel
a infecgbes. Neste estudo, a concentracdo de globulinas nos pacientes falcémicos,
estimada pela diferenca entre a proteina total e a albumina, foi significativamente

maior, se comparado os grupos AA, AS e SS (3,0, 3,0 e 4,0g/dL, respectivamente).
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Sugere-se para estudos futuros, que a fracdo gama seja avaliada através de

eletroforese de proteinas séricas.

6.2.2.3 Creatinina

A creatinina sérica € um marcador da funcéo renal sensivel a alterac6es da
filtracAo glomerular. A concentracdo sérica da creatinina depende além da funcéo
renal, da massa muscular do individuo (LEVEY; PERRONE; MADIAS, 1988).

Neste estudo, os individuos dos grupos AA e AS apresentaram
concentracbes similares de creatinina, exceto para homens do grupo AS, que
mostraram uma discreta reducéo. Pacientes com anemia falciforme apresentaram
resultados significativamente menores em relagdo aos demais grupos (Tabela 14).
Apenas um paciente, excluido das analises bioquimicas apresentou
comprometimento renal com concentracao de creatinina superior a 6,0 mg/dL. Sesso
et al. (1998) estudaram vérios parametros laboratoriais associados a funcéo renal
em pacientes com anemia falciforme. Os valores de creatinina sérica para pacientes
com anemia falciforme observados por estes autores (0,60 mg/dL) foram
semelhantes aos encontrados neste estudo (0,54 mg/dL) e também inferiores aos de
individuos com o traco falcémico.

A funcao renal é afetada ao longo da histéria clinica dos pacientes com
anemia falciforme. Na medula renal, a hiperosmolaridade, a hipoxemia e a acidose
local facilitam para que a hemoglobina S polimerize, promovendo o fenébmeno de
vaso-oclusdo intra-renal, responsavel principal pela lesdo renal (STRAUSS;
ZILLERUELO; ABITBOL, 1986).

Nos individuos em estudo, os valores reduzidos da creatinina sérica para o
grupo SS, podem estar associados a menor massa muscular, uma caracteristica
relatada para estes pacientes (MAPP et al., 1987). Esta hipétese ndo pode ser
confirmada neste estudo, por ndo estarem disponiveis as informa¢cdes de peso e

altura dos individuos estudados.

6.2.2.4 Produtos de glicacdo avancada fluorescentes

Os produtos de glicacdo avancada (AGEs) sao formados pela reacdo néo

enzimatica entre uma molécula de acucar e uma proteina (MIYATA et al., 1997). A
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partir desta reacdo, outras modificagdes complexas como desidratacdes, oxidacdes
e ciclizacbes ocorrem, resultando em multiplos compostos, todos designados AGEs.
Alguns destes compostos sdo fluorescentes como a pentosidina e outros nao
fluorescem como a N°-carboxi-metil-lisina (CML) o principal AGE em concentragéo
no soro (SCHLEICHER et al., 2001).

A formacdo dos AGEs esta aumentada em processos patolégicos como o
Diabetes mellitus, insuficiéncia renal e processos inflamatorios, patologias que
promovem aumento do estresse oxidativo (BASTA; SCHMIDT; CATERINA, 2004).

Alguns estudos tém apontado as concentracfes séricas de AGEs como
marcadores de complicacdes clinicas em processos que induzem estresse oxidativo.
O processo de polimerizacdo da hemoglobina S altera a estrutura da membrana do
eritrocito  (Figura 7, Introducdo) estimulando processos proé-inflamatérios
(FRENETTE; ATWEB, 2007).

A concentragcdo de AGEs fluorescentes seéricos em fracdo de baixa massa
molecular, quantificados neste estudo, ndo se mostrou associada a anemia
falciforme (Tabela 14). Em estudo prévio, Somjee et al. (2004) mostraram um
aumento na concentracdo sérica de N°-carboxi-metil-lisina (CML), um AGE nao
fluorescente, quantificado por imunoensaio, em pacientes com anemia falciforme.

A Figura 19 realga a progressiva reducdo na média dos AGEs fluorescentes,
na comparacao entre grupos AA, AS e SS, sem no entanto apresentar diferencas
significativas (p>0,05). A elevada variacdo na concentracdo de AGEs fluorescentes,
observada pelo desvio padrdo e amplitude de variacdo, pode ter influenciado os
resultados desta analise.

A principal hipétese para explicar a discrepancia nos resultados esta no fato
de que a categoria de AGEs fluorescentes presentes no soro ndo tem sua
biossintese estimulada pelos processos de estresse oxidativo associados a anemia

falciforme, ao contrario dos AGEs néo fluorescentes como a CML.
6.2.3 Comparacéao do colesterol total com a proteina total
A constatacdo de que os pacientes com anemia falciforme apresentavam

concentragbes séricas de proteinas totais e albumina diferentes em relagdo aos
individuos com hemoglobina AA e AS, sugere que a andlise de parametros
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bioquimicos pode revelar marcadores laboratoriais que permitam identificar
caracteristicas nos pacientes com anemia falciforme. A analise conjunta das
concentracdes séricas de proteina total e colesterol total (Figura 20) permitiu agrupar
os individuos com anemia falciforme com sensibilidade proxima a 70%, utilizando os
valores de corte >7,0 g/dL para a proteina total e <150 mg/dL para o colesterol.
Embora a especificidade destes valores de discriminacédo seja baixa, cerca
de 60%, os ensaios laboratoriais utilizados sdo de baixo custo e facilmente
processados em qualquer laboratério. Novos estudos sdo necessarios para avaliar
se as concentracOes de proteina total e colesterol total tém eficacia para monitorar
pacientes com anemia falciforme, quanto a complicacées desta condicdo patologica
ou para detectar precocemente a necessidade de transfusdo sanguinea, ou ainda,

para monitorar o tratamento.

6.2.4 Quantificacdo dos parametros bioquimicos com as variagdes HBB:c.9CC e

HBB:c.9CT do gene da beta globina humana

A partir da identificacdo da variacdo HBB:c.9C>T e da constatacdo de sua
freqiéncia elevada na populacdo em estudo, as concentracdes dos parametros
bioquimicos foram comparados entre os genétipos HBB:c.9CC e HBB:c.9CT (Tabela
15). Nos individuos do sexo feminino as determinacdes de colesterol total e LDL-
colesterol apresentaram diferencas significativas (p<0,001), com elevacdo de
aproximadamente 15% do colesterol total para o gendtipo HBB:c.9CT, que
contempla o alelo T. Nos individuos do sexo masculino, a andlise da concentracao
do colesterol total apresentou significancia proxima ao limitrofe (p=0,065). Nao foram
encontrados trabalhos na literatura que descrevessem qualquer tipo de associacao
deste gendtipo com parametros bioguimicos.

O valor de colesterol total e LDL-colesterol aumentado em mulheres e nos
individuos da amostra total, poderia estar refletindo uma relacdo inversa entre o
alelo T da variacdo HBB:c.9C>T e a presenca da mutacdo S, anteriormente descrita
(Tabela 12). Como demonstrado, a mutacdo S estd associada a reducdo do
colesterol e estes individuos tém baixa frequéncia do alelo T da variacdo
HBB:c.9C>T, o que poderia justificar a razdo de este alelo se apresentar associado a

maior concentracdo de colesterol na amostra em estudo.
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Quando as concentracdes séricas de colesterol em individuos com
genotipos HBB:c.9CC e HBB:c.9CT total foram comparadas com as concentracdes
deste analito para os grupos AA, AS e SS, nao foram observadas diferencas
significativas entre os grupos (Figura 21). Este resultado permite afirmar que a
variacdo HBB:c.9C>T nado esta associada as concentracdes de colesterol na

amostra em estudo.

6.3 CONSIDERACOES FINAIS

Em sintese, neste trabalho, foram comparados ensaios de rotina para
identificar a presenga da hemoglobina S com um ensaio com base molecular
genética. Também foi explorada a identificacdo de novas variagdes genéticas para o
gene da beta globina humana, na regido que flanqueia a mutacdo da anemia
falciforme em uma populacdo do Estado do Parana. Esta abordagem molecular
pode servir como base para novos estudos que proponham a implantacdo de
ensaios diagndsticos com base molecular para as mdltiplas variacdes dos genes
envolvidos na sintese da hemoglobina. Em futuro previsivel, com as metodologias ja
existentes, podera ser possivel, com um unico procedimento, identificar todas as
variacbes associadas as doencas causadas pelos genes codificadores da
hemoglobina, de forma rapida, confidvel e econémica. Para tanto, € necessario
conhecer as variacdes genéticas presentes em nossa miscigenada populagdo. Um

pequeno passo nesta direcao foi dado com este trabalho.
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7 CONCLUSOES

o Na comparacdo entre os métodos de genotipagem para caracterizar as
hemoglobinas em AA, AS e SS por métodos convencionais (teste de
falcizacdo, teste de solubilidade e eletroforese de hemoglobinas em pH

alcalino) e por PCR-RFLP, houve correlacédo de 99,8%;

e O ensaio de PCR-SSCP otimizado ndo possibilitou a identificacdo da
mutacdo S nas condi¢des ensaiadas, portanto, ele ndo € recomendado para

a deteccdo da mutacéo S nos ensaios de rotina;

e O ensaio de PCR-SSCP otimizado permitiu identificar os genoétipos
HBB:c.9C>T e HBB:c9.C>G no gene da beta globina;

e A variacdo HBB:c.9C>T apresentou frequéncias de 14% para o alelo raro
(T) para a amostra total, e frequéncia genotipica CC=72,3%; CT=27,1% e

TT=0,40%, este € o primeiro estudo deste SNP para a populacao brasileira;

e A variacdo HBB:c.9C>T apresentou uma reducao significativa da frequéncia

do alelo T na presenca do alelo S;

e A concentracdo do colesterol sérico € significativamente menor em

individuos com alelo que codifica para hemoglobina S;

e A combinacdo de valores de proteina total >7,0g/dL e de colesterol total
<150 mg/dL permitiram discriminar os grupos AA e AS do grupo SS em
estudo com sensibilidade de 70%;

e A concentracdo dos AGEs fluorescentes de baixa massa molecular no soro

nao foi associada com a presenca do alelo S na amostra em estudo.
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ANEXO 1
Termo de aprovacédo do Comité de Etica em Pesquisa do Setor de

Ciéncias da Saude da UFPR

w Ministério da Educagdo -

Universidade Federal do Parana |

u F P R Setor de Ciéncias da Saude

pmmssErRmsLensat Comité de Etica em Pesquisa

Curitiba, 03 de abril de 2008.

llmo (&) Sr. (a)
Débora Regina Daga

Nesta

Prezado (a) Pesquisador (a),

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Estudo do gene
da beta globina humana por andlise de conformagéo de fita simples(SSCP) e
PCR-RFLP em individuos normais e portadores da hemoglobina S, esta de
acordo com as nommas eficas estabelecidas pela Resolucdo CNS 196/96, foi
analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude da
UFPR, em reunido realizada no dia 26 de margo de 2008 & apreseniou
pendéncia(s). Pendéncia(s) apresentada(s), documento(s) analisado(s) e projeto
aprovado em 03 de abril de 2008.

Registro CEP/SD: 475.016.08.03 CAAE: 0010.0.081.000-08

Conforme a Resolugio CNS 196/96, solicitamos que sejam apresentados a este CEP,
relatorios sobre o andamento da pesquisa, bem como informagdes relativas as
modificagdes do protocolo, cancelamento, encerramento e destino dos
conhecimentos obtidos.

Data para entrega do relatério final ou parcial: 03/10/2008.

Ate_;npiesamente
L
(T H

-ﬂ'II

Prof®. Dr Liliana Maria Labronici
Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude

Rua Padre Camargo, 280 — Alto da Gldria — Curitiba-PR — C EP 80060-240
Fone: (41)3360-7259 — e-mail: cometica.saude@ufpr br
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Termo de aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria de

Saulde Publica do Parana

GOVERNO I]-E}
PA R AN .fq Hoapital de Trobalvder

Hospital &migo da Cranga

SECRETARIA DA SAUDE PMC / UEPR / FLINPAR

Curitiba, 24 de abril de 2008.
Ilma Senhora,

Débora Regina Daga
Nesta

Prezada Pesquisadora,

O Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria de Saude do Estado do
Parana/Hospital do Trabalhador analisou na sessdo do dia 24 de abril de 2008 o processo
M9 009/2008, referente ao projeto de pesquisa: “Estudo do gene da beta globing huwmana
por aniilise de conformagdo de fita simples (SSCP) e PCR-RELP em individuos normais e
portadores da Hemoglobina §”, tendo como pesquisador responsavel Débora Regina
Daga.

Assim, mediante a importancia social e cientifica que o projeto apresenta, a
sua aplicabilidade e conformidade com os requisitos éticos, somos de parecer favoravel a
realizagdo do projeto classificando-o como APROVADO, pois o mesmo atende aos
requisitos fundamentais da Resolugiao 196/96 e suas complementares do Conselho
Nacional de Satude/MS.

Solicita-se ao pesquisador o envio a este CEP de relatérios sobre o

andamento da pesquisa bem com o envio de relatorio final.

‘de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos - SESA/HT
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ANEXO 3
Método de extracdo de DNA gendmico.
Modificagdes no método de Lahiri e Nurberger, 1991.

Etapas

Acbes

Coletar de 3 a 5 mL de sangue total em tubo de EDTA
Centrifugar o tubo de sangue por 10 min a 4000 rpm
Remover o plasma

Separar o creme leucocitario (buffy coat)

Em tudo Eppendorf colocar 900 uL de TKM1 contendo NP-40 (ou Triton X-100) a
2,5%

Adicionar 250 uL do buffy coat

Homogeneizar em vortex

Centrifugar por 5 min a 10000 rpm

Desprezar quase todo o sobrenadante, deixando aproximadamente 500 pL

*Completar o volume do tubo com TKM1 (sem NP-40 ou Triton X-100)
Homogeneizar em vortex

Centrifugar por 5 min a 10000 rpm

Desprezar todo o sobrenadante

* Repetir esta etapa até que o sedimento esteja limpo

Completar o volume do tubo com agua ultra pura
Homogeneizar em vortex

Centrifugar por 5 min a 13000 rpm

Desprezar todo o sobrenadante

Adicionar ao sedimento:

40 uL de tampao de proteinase K

20 pL de proteinase K

10 uL de SDS 20%

120 pL de agua ultra pura

Homogeneizar em vortex

Colocar em banho-maria 65 °C por 40 min

Em 20 min de banho-maria, homogeneizar novamente os tubos em vortex

Tirar os tubos do banho-maria e esfriar em temperatura ambiente
Adicionar 100 uL de Cloreto de Sddio 6M

Homogeneizar

Centrifugar por 10 min a 13000 rpm

Transferir o SOBRENADANTE para um novo tubo Eppendorf
Adicionar 700 uL de etanol absoluto

Homogeneizar por inversao

Centrifugar por 2 min a 13000 rpm

Desprezar sobrenadante

Adicionar 700 uL de etanol 70%

Homogeneizar em vortex

Centrifugar por 2 min a 13000 rpm

Desprezar sobrenadante

Deixar os tubos secar em temperatura ambiente, estufa a 37 °C, ou em bloco de
aquecimento a 65 °C

Depois de seco, reconstituir com 80 a 100 uL de agua ultra pura
Homogeneizar bem em vortex
Deixar 1 hora a 65 °C




B = Regido codificadora
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ANEXO 4
Seqiéncia do gene da beta globina humana (GenBank U01317)

tgggcataaa

agtcagggca

gagccatcta
1

B Regido nao traduzida

r

ttgctfacat

ttgcttctga

cacaactgtq

-

62161|ttcactagca

acctcaaaca

gacaccatgg

tgcacétgac

tcctégbgag

aagtctgccq

62221|ttactgccct

62281

62341

62401

gtggggcaag

gtgaacgtgg

atgaagttgg

tggtgaggcc

ctgggcagbt

tggtatcaag

gagaagactc

gttacaagac

ttgggtttct

aggtttaagg

gataggcact

agaccaatag

gactctctct

aaactgggca

gcctattggt

tgtggagaca

ctattttccc

accctt%ggc

tgctggtggt

ctacccttgg

acccagaggt

tctttgagtc

ctttggggaq

ctgatgctgt

tatgggcaac

cctaaggtga

aggctcatgg

caagaaagtd

62461|ctgtccaq;c

62521|ctcggtgcct

ttagtgatgg

cctggctcac

ctggacaacc

tcaagggcac

ctttgccaca)

62581|ctgagtgagc

62641

62701

62761

62821

62881

62941

63001

63061

63121

63181

63241

63301

63361

63421

tgcactgtga

caagctgcac

gtggatcctg

agaacttcag

gptgagtcta

tgggaccctt
gggagaagta
aagtctcagg
ttaattcttg
aacattgtgt
tttacacagt
ataatctccc
atgggttaaa
gcatttgtaa
ctaatacttt
ttgcaccatt
gcatataaat
gcagctacaa

tctgagtcca

gatgttttct
acagggtaca
atcgttttag
ctttcttttt
ataacaaaag
ctgcctagta
tactttattt
gtgtaatgtt
ttttaaaaaa
ccctaatctc
ctaaagaata
atttctgcat
tccagctacc

agctaggccc

ttccecttet
gtttagaatg
tttcttttat
ttttcttctc
gaaatatctc
cattactatt
tcttttattt
ttaatatgtg
tgctttcttc
tttctttcag
acagtgataa
ataaattgta
attctgcttt

ttttgctaat

tttctatggt
ggaaacagac
ttgctgttca
cgcaattttt
tgagatacat
tggaatatat
ttaattgata
tacacatatt
ttttaatata
ggcaataatg
tttctgggtt
actgatgtaa
tattttatgg

catgttcata

taagttcatg
gaatgattgc
taacaattgt
actattatac
taagtaactt
gtgtgcttat
cataatcatt
gaccaaatca
cttttttgtt
atacaatgta
aaggcaatag
gaggtttcat
ttgggataag

cctcttatct

tcataggaag
atcagtgtgg
tttettttgt
ttaatgcctt
aaaaaaaaac
ttgcatattc
atacatattt
gggtaatttt
tatcttattt
tcatgcctct
caatatttct
attgctaata
gctggattat

tcctcccaca

63481|gctcctgggc

aacgtgctgg

tctgtgtget

ggcccatcac

tttggcaaag

aattcacccc|

63541|accagtgcag

gctgcctatc

agaaagtggt

ggctggtgtg

gctaatgccc

tggcccacaa|

63601|gtatcactaa

gctcgcetttc

ttgctgtcca

atttctatta

aaggttcctt

tgttccctaa|

63661|gtccaactac

taaactgggg

gatattatga

agggccttga

gcatctggat

tctgcctaat|

63721|aaaaaacatt

A sequéncia
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank/).

tattttcatt

gc#atgatgt

uo1317

do gene

da
As

beta
setas

globina

atttaaatta

indicam o

humana

tttctgaata

fo

sitio de

ttttac

anelamento

obtido do GenBank

dos

oligonucleotideos iniciadores. Em destaque o sitio de inicio de tradugéo (ATG; A=1) e o codon 6 sitio
da mutagéo S (GAG; A=20). Os retangulos indicam os exons.
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