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Resumo

Estudo de polimorfismos associados ao aumento da expressio de
Hemoglobina Fetal (HbF)

Clara Inés Antunes Pereira

Palavras-Chave: Hemoglobina Fetal (HbF), Populacdo Portuguesa, Polimorfismos, Persisténcia
Hereditaria de Hemoglobina Fetal (HPFH), B-talassemia, Drepanocitose, cluster B-globinico,
BCL11A, HMIP, Xmnl

Hemoglobinopatias devidas a mutagGes no gene B-globinico sdo responsaveis por
doencas monogénicas muito comuns no mundo, nomeadamente drepanocitose e -
talassemia.

A forma de hemoglobina presente em maiores concentracdes no adulto (cerca de
95%) é a hemoglobina A (HbA; a2B2), estando presentes em menor percentagem a
hemoglobina A2 (HBA2; a262) (2-3,5%) e a hemoglobina fetal (HbF; a2y2) (<2%).
Durante o desenvolvimento fetal e primeiros meses de vida, a hemoglobina que
predomina é a HbF. Em alguns doentes com hemoglobinopatias por muta¢des no gene
B-globinico, nomeadamente na drepanocitose e B-talassemia, verifica-se um aumento
dos niveis de HbF. A sintese aumentada de cadeias gama globinicas também persiste
para além do nascimento em alguns adultos com parametros hematolégicos normais,
levando a que os niveis de HbF permane¢cam elevados durante toda a vida; esta condigdo
é conhecida como persisténcia hereditaria de HbF (HPFH).

O estudo da regulacdo dos niveis de HbF nos glébulos vermelhos tem elevada
importancia clinica, na medida em que a persisténcia de HbF em doentes com
drepanocitose e B-talassemia se traduz num beneficio clinico importante, pois a sua
presenca compensa a reducao de outras hemoglobinas funcionais. Através de estudos
de associacdo, foram identificados trés loci principais envolvidos na regulacdo da
expressao dos genes gama: o gene BCL11A no cromossoma 2p16, a regido intergénica
HBS1L-MYB (HMIP) no cromossoma 623, e o SNP Xmnl na regido promotora do gene

HBG2 no cromossoma 11p15.



O presente estudo teve como objetivo avaliar a associagdo aos niveis de HbF de
alguns polimorfismos previamente descritos nestes trés loci em diferentes grupos
populacionais de individuos de naturalidade Portuguesa normais e com HPFH e em
doentes com B-talassemia. Também foi analisado um grupo de individuos de origem
Africana com drepanocitose.

A anadlise efetuada mostrou uma forte associagao dos SNPs BCL11A (rs1188868 e
rs766432) aos niveis de HbF (p=7,30x10” e p=0,002, respetivamente) no grupo
populacional de individuos normais e com HPFH (n=60). No grupo com [-talassemia
minor (n=42) foi encontrada uma forte associacdo do locus Xmnl (p=2,267x10®) aos
niveis de HbF, bem como do SNP BCL11A rs766432 (p=0,001). Para os doentes com B-
talassemia intermédia (n=18) e com drepanocitose (n=16) ndo foram obtidos valores

significativos de associacdo aos niveis de HbF para qualguer um dos SNPs estudados.



Abstract

Study of polymorphisms associated with increased expression of fetal

hemoglobin (HbF)
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Hemoglobinopathies due to mutations in the B-globin gene are responsible for
monogenic diseases very common in the world, including sickle cell disease and B-
thalassemia.

The form of hemoglobin present in higher concentrations in the adult (about 95%)
is hemoglobin A (HbA; a2B2); present in minimal percentages are hemoglobin A2 (HbA2;
a262) (2-3.5%) and fetal hemoglobin (HbF; a2y2) (<2%). During fetal development and
the first months of life, the predominant hemoglobin is HbF. Some patients with
hemoglobinopathies due to mutations in the B-globin gene, in particular patients with
sickle cell anemia and B-thalassemia, have high levels of HbF. The increased synthesis of
gamma globin chains also persists beyond birth in some adults with normal
hematological parameters leading that the HbF levels remain high throughout life; this
condition is known as hereditary persistence of HbF (HPFH).

The study of the regulation of HbF levels in red blood cells has high clinical
importance. In fact, the persistence of HbF in patients with sickle cell anemia and B-
thalassemia translates into a significant clinical benefit, because its presence
compensates the reduction of other functional hemoglobins. Through association
studies, three major loci were identified involved in the regulation of the gamma gene
expression: the BCL11A gene on chromosome 2p16, the HBS1L-MYB intergenic region
(HMIP) on chromosome 6923, and the Xmnl SNP in the promoter region of the gene
HBG2 on chromosome 11p15.

The present study aimed to evaluate the association of some polymorphisms

previously described in these three loci with HbF levels, in different populations of

Vi



individuals of Portuguese origin, namely in a normal and HPFH population group, and in
patients with B-thalassemia. A group of patients of African origin with sickle cell anemia
was also analyzed.

Our study showed strong associations of BCL11A SNPs (rs1188868 and rs766432)
with HbF levels (p = 7.30 x10™ and p = 0.002, respectively) in the population group of
normal and HPFH individuals (n = 60). In the group of patients with B-thalassemia minor
(n =42), strong association with HbF levels was found for the Xmnl locus (p = 2.267 x10
®) and for the BCL11A SNP rs766432 (p = 0.001). In patients with B-thalassemia
intermedia (n = 18) and sickle cell anemia (n = 16) no significant associations with HbF

levels were found for any of the analysed SNPs.
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Abreviaturas

Hb -Hemoglobina

HbF -Hemoglobina fetal

HbA -Hemoglobina adulta

HbA> -Hemoglobina adulta tipo 2

HbS -Hemoglobina S

HPFH -Persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal
HGM -Hemoglobina globular média

VGM -Volume globular médio

CHGM -Concentracdo de hemoglobina globular média
RDW -Variagdo do volume de eritrdcitos

HPLC -Cromatografia liquida de alta resolugdo

BPG -Bifosfoglicerato

HBB -Gene B-globinico

HBG2 -Gene y-globinico

LCR -Regido controlo do locus

SCD -Drepanocitose/ anemia falciforme

DNA -Acido desoxirribonucleico

A -Adenina

C -Citosina

T -Timina

G -Guanina

PCR -Reacdo em cadeia da polimerase

SSCP -Polimorfismo conformacional de cadeia simples
SNP(s) -Polimorfismo(s) de nucledtido Unico

BCL11A -Gene BCL11A localizado no cromossoma 2916
HMIP -Corresponde ao locus HBS1L-MYB

HBS1L-MYB -Regido intergénica do cromossoma 6g23
MYB - Proteina importante na regulacdo da hematopoiese

HWE -Equilibrio de Hardy—Weinberg
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Introducgao

Hemoglobina — Fungao, estrutura, variabilidade e regulagao

A hemoglobina é uma proteina com elevado valor funcional para o equilibrio e
funcionamento do organismo humano, ao ser responsavel pela ligacdo e transporte do
oxigénio.

A hemoglobina estd presente nos eritrocitos, que em condi¢cdes normais
apresentam um tamanho entre 6 a 9 um e formato de discos biconcavos. Estas células,
incapazes de se reproduzirem e destinadas a sobreviver 120 dias, sdo renovadas a partir
de hemocitoblastos por processos de maturacgdo celular (Nelson e Cox, 2005).

Nos eritrécitos de adultos sauddveis, existem diversas formas de hemoglobinas,
sendo aproximadamente 95% de hemoglobina A (HbA), 2-3,5% de hemoglobina A2
(HbA;) e <2% de hemoglobina fetal (HbF) (Schechter, 2008). A molécula de hemoglobina
é aproximadamente esférica com um didmetro préximo dos 5,5nm. E uma proteina
tetramétrica, contendo quatro grupos prostéticos heme, cada um deles associado a uma
cadeia peptidica (Nelson e Cox, 2005).

As diferentes hemoglobinas diferem nas cadeias peptidicas (Figura 1), sendo a HbA
composta por duas cadeias alfa globinicas e duas cadeias beta globinicas (a2p2), a HbA;
composta por duas cadeias alfa e duas cadeias delta (a262) e a HbF composta por duas
cadeias alfa e duas cadeias gama (a2y2) (Schechter, 2008).

Durante o desenvolvimento fetal e primeiros meses de vida, até
aproximadamente aos 6 meses, a hemoglobina que predomina é a HbF, que ao
nascimento apresenta cerca de 60-90% da Hb total e vai sendo gradualmente

substituida por HbA (Thein et al., 2009).
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Figura 1:Estrutura da Hemoglobina A (HbA) e hemoglobina fetal (HbF). Na figura é possivel
visualizar a estrutura de hemoglobina fetal e hemoglobina adulta. Na hemoglobina fetal estdo
representadas as duas cadeias gama (y1+y2) e as duas cadeias alfa (al+a2) com os 4 grupos
heme. Na hemoglobina adulta é possivel visualizar as duas cadeias alfa (a1+a2), e duas cadeias
beta (B1+B2), também com os respetivos grupos heme (Frenette e Atweh, 2007).

Esta diferenca torna-se relevante pois as duas hemoglobinas possuem um
importante valor funcional, mas diferem na afinidade ao oxigénio. Na HbA a regulacdo
da ligacdo ao oxigénio é feita pelo 2,3-bifosfoglicerato (BPG), sendo o BPG responsavel
pela diminuicdo da afinidade de HbA ao oxigénio (Nelson e Cox, 2005). Como o BPG nao
afeta a HbF, esta tem maior afinidade por oxigénio do que a HbA o que se traduz num
beneficio para o feto que tem de obter oxigénio proveniente do sangue materno (Nelson
e Cox, 2005).

No primeiro trimestre de gestagao, é sintetizada uma forma embrionaria de B-
globina conhecida como e-globina, a partir de células primitivas de eritrdcitos no saco
vitelino. Nos dois ultimos trimestres de gestacdo, a producao dos primeiros eritrécitos,
comeca a partir de células estaminais e progenitoras no figado fetal. Durante esta fase
ocorre uma acumulacdo de HbF devido a uma expressdo de genes alfa (a) e gama (y).
Por altura do nascimento ocorre uma troca, e os genes gama deixam de ser expressos
de forma gradual dando lugar a um aumento progressivo da expressdo de genes beta.
Nesta fase inicia-se a sintese de hemoglobina adulta (HbA), a partir da medula dssea,
gue atinge valores padrdao normais por volta dos 6 meses de vida, tornando-se a
hemoglobina predominante (Schechter, 2008). O local de regulacdo das diferentes

moléculas (Figura 2), localiza-se no cromossoma 11, cluster B-globinico.
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Figura 2: Troca de hemoglobinas. A imagem ilustra os niveis de cada hemoglobina (%) ao longo
do desenvolvimento humano, bem como os tecidos com células precursoras de eritrdcitos onde
ocorre a sintese. E ainda apresentado o cluster B-globinico no cromossoma 11, com os respetivos
genes para as cadeias gama (y), beta (B) e delta (6) das diferentes globinas. O LCR (regido de
controlo do locus), é responsavel pela regulagdo do cluster (Sankaran e Orkin, 2012).

Hemoglobinopatias e Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal (HPFH)

A diversidade de hemoglobinas e a sua concentracao resultam de um processo de
regulacdo do locus do gene a-globinico no cromossoma 16 e B-globinico no cromossoma

11 (Figura 3) (Schechter, 2008).
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Figura 3: Cluster para B-globina, a-globina e y-globina. (A) A figura ilustra para o cromossoma
11, o locus B-globinico responsavel pela sintese de cadeias beta (B) HbA e cadeia gama (y) para
HbF. (B) No cromossoma 16, podemos visualizar o locus a-globinico, crucial para a sintese de
todas as hemoglobinas (Frenette e Atweh, 2007).

Os disturbios nas hemoglobinas por mutacdes no gene B-globinico (HBB),
drepanocitose e B-talassemia, sdo das maiores causas de mortalidade no mundo por
doencas hereditarias (Sankaran e Orkin, 2012).

A drepanocitose (anemia falciforme) resulta da homozigotia para uma mutacdo
no gene B-globinico por troca de um unico nucleétido (c.20A>T). Esta mutacdo leva a
substituicdo de valina por acido glutamico no residuo sete da globina (p.Glu7Val) e as
cadeias sintetizadas v3o, juntamente com as cadeias a globinicas, formar HbS (a2p°2).
A presenca de HbS em homozigotia provoca deformacao dos eritrdcitos (Sankaran e
Orkin, 2012; Schechter, 2008). A prevaléncia de individuos afetados por esta
hemoglobinopatia é muito comum na Africa subsariana (Figura 4), estando estimado
que surjam todos os anos 230 000 novos casos em Africa, 2600 casos na América do

Norte e 1300 na europa (Rees, Williams e Gladwin, 2010).
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Figura 4: Distribuicdo de drepanocitose no mundo (Rees, Williams e Gladwin, 2010).

Na B-talassemia, a producdo insuficiente de cadeias de globina B, resulta num
excesso de cadeias a livres nos eritroblastos, prejudicando a maturacao e resultando
consequentemente numa producdo deficiente de eritrécitos (Sankaran e Orkin, 2012).
Quando a sintese de cadeias gama globinicas estd também aumentada, as cadeias a em
excesso sao utilizadas na sintese de HbF.

As B-talassemias podem apresentar fenétipos clinicos variados, dependendo das
mutag¢des no gene B-globinico, bem como de muta¢des que apesar de ndo estarem
localizadas neste gene, exercem influéncia sobre a sintese de globina B. Deste modo, as
B-talassemias podem apresentar fendtipos (sintomas clinicos) muito variados,
dependendo da severidade das mutacdes envolvidas (Weatherall, 2001).

Estdo descritas mais de 200 muta¢bes no gene p-globinico, em doentes
diagnosticados com B-talassemia. A maioria destas mutacdes deve-se a trocas de um
Unico nucledtido ou perda de uma ou duas bases nucleotidicas (Weatherall, 2001). As
diferentes mutacGes no gene B-globinico estdo associadas a fendtipos B* (expressao
reduzida do gene) e B° (auséncia total de expressdo do gene), que quando em
homozigotia ou heterozigotia composta originam diferentes tipos de B-talassemia. Os
diferentes fendtipos refletem o efeito destas mutacdes. Nos individuos homozigdticos
B%/BC, onde ha auséncia total de sintese de cadeias B, o fendtipo é dos mais severos,
sendo vulgarmente designada por B-talassemia major. Em individuos heterozigéticos
B*/B° ou B*/B*, ocorre uma diminuic3do significativa da sintese de cadeias B, mas o
fendtipo ndo é tdo severo, dependendo do tipo de mutacdo B*, uma vez que estes

6
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individuos ainda sdo capazes de sintetizar algumas cadeias globinicas B. Esta talassémia
é designada B-talassemia intermédia. Os individuos heterozigdticos ou heterozigéticos
compostos B*/BN ou B%/BN ndo sdo doentes ou tém talassemia minor (Weatherall, 2001).

A ocorréncia dos varios tipos de B-talassemias no mundo, em consequéncia das
mutag¢bes, ndao é uniforme (Figura 5). Em Portugal existe uma prevaléncia da mutagao
c.92+6T>C (anterior designacdo: IVS1-6 T>C (B*), estando ainda descritas outras
mutacdes (B°), nomeadamente c.118C>T (p.Glu40Term) (anterior designacdo: CD39
CAG>TAG), c.92+1G>A (anterior designagdo: IVS1-1 G>A) e c.92+110G>A (anterior
designacdo: 1VS1-110 G-A), c.48 G>A (p.Trpl6Term) (anterior designacdo: CD15
TGG>TGA) (Tamagnini et al., 1993).

IVS1 110G A IVS1 110 G=A
CD39C—T CD38C>T
IVS16 T=C IVS2 1 G=A
VS1 1 G=A V515 G=C
IVS2 745 C=G CD8-AA
CD6-A CD44-C
8
-
T
!
-29 A5G
88 C—T IVS15G=C
CD 8/9 +G
V511 G=C
619 bp DEL
CD 26 G—A(HbE)
CD 41/42 -TCTT

Figura 5: Distribuicdo de mutagdes do gene B — globinico na populagdo global (Weatherall,
2001).

Em alguns casos, a sintese de cadeias globinicas gama persiste em adultos sem
hemoglobinopatias, com parametros hematoldgicos normais, e a concentracdo de
hemoglobina fetal permanece com valores elevados durante toda a vida. Esta condicdo
é conhecida como persisténcia hereditdria de hemoglobina fetal (HPFH, na sigla Inglesa).
Estes casos resultam de variagdes polimérficas localizadas ao longo do cluster B-
globinico ou em intrées dos genes gama, responsaveis pela sintese de cadeias y que

compdem HbF (Thein et al., 2009).
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Estudos em individuos saudaveis e em individuos com pB-talassemia e
drepanocitose sugerem que o aumento dos niveis de HbF e de células F, parece estar
ligada ao cluster B-globinico, tendo sido encontrados polimorfismos na regido de
controlo (LCR), na regido promotora do gene B e no segundo intrdo (IVS2) dos genes
gama associados ao aumento de HbF (Jouini et al., 2011).

Observacgdes clinicas de doentes com hemoglobinopatias demonstram que os
doentes com niveis de HbF aumentada apresentam menor severidade. Este facto
remete para possiveis descobertas terapéuticas no tratamento de hemoglobinopatias,
através de um aumento nos niveis de HbF (Sankaran e Orkin, 2012).

Neste sentido, a compreensao do processo de troca de HbF por hemoglobina
adulta, e o silenciamento de HbF tornaram-se uma area de grande interesse para os
hematologistas, com a perspetiva de controlar a indugdo clinica da producdao HbF.
Através desta manipulagdao seria possivel diminuir a severidade de diversas

hemoglobinopatias.

Diagnéstico de hemoglobinopatias

O diagndstico das hemoglobinopatias deve ser estabelecido antes de se proceder
ao tratamento, uma vez que pode ter origens diversas (Mehta e Hoffbrand, 2009).

Um dos exames de despistagem comuns é o hemograma, que realiza a contagem
de valores de hemoglobina (Hb) e calcula diversos indices hematoldgicos como o volume
de eritrécitos (hematdcrito), o volume globular médio (VGM), a hemoglobina globular
média (HGM), concentracdo de hemoglobina globular média (CHGM), variacdo do
volume de eritrécitos (RDW) (Mehta e Hoffbrand, 2009). Um grande numero de
hemoglobinopatias traduz-se em alteracdes nos niveis dos varios tipos de hemoglobinas
no sangue periférico e a sua identificacdo e quantificacdo pode ser realizado por HPLC
(cromatografia liquida de alta resolucdo) (Anexo 1) (Nelson e Cox, 2005; Mehta e
Hoffbrand, 2009). Assim, os individuos heterozigéticos B*/BN ou B%/BN, com uma anemia
ligeira, hipocromica e microcitica, mostram no HPLC valores HbA2 elevada (>3,5%)
sendo diagnosticados com B-talassemia minor (Anexo 1.B). Quando os dois genes estdo
mutados, os individuos heterozigdticos ou heterozigdticos compostos B*/B° ou B*/B*,

apresentam uma anemia moderada hipocromica e microcitica, com Hb A2 e HbF
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elevadas no HPLC - PB-talassemia intermédia (Anexo 1.D). Na drepanocitose, os
individuos homozigéticos SS tém uma anemia hemolitica moderada, com reticulocitose
e células falciformes no esfregaco de sangue periférico e mostram no HPLC um pico

intenso para as bandas de HbS, auséncia de HbA e HbF com niveis variados (Anexo 1.C).

Nos ultimos anos a genética molecular tem vindo a estabelecer uma forte
posicdo no diagndéstico e compreensdo de doencas genéticas, nomeadamente as
hemoglobinopatias, numa tentativa de estabelecer a correlagdo entre os fendtipos

patoldgicos e as lesdes no genoma.

Estudos moleculares da regulacdo da expressao de HbF

Como referido anteriormente, individuos com alguns tipos de anemia, podem
apresentar um aumento do nivel de HbF. O mecanismo de regulacdo que leva a este
aumento de HbF ndo estd ainda bem definido, mas supde-se que envolva o cluster -
globinico (Figura 3). Quando o gene responsavel pela sintese de cadeias B estd inativo
ou mutado, ocorre o aumento da expressao de y-globinas, e consequentemente o
aumento dos niveis de HbF (Thein et al., 2009).

O estudo dos niveis de HbF tem uma importancia acentuada, pois a anadlise dos
niveis da hemoglobina é util como indicador de possiveis hemoglobinopatias, mas
também pode ter beneficio clinico em alguns doentes, pois o seu aumento compensa a
reducdo de outras hemoglobinas funcionais (Thein et al., 2009). Em alguns individuos
com anemia severa é administrada hidroxiureia para elevar os niveis de HbF (Green e
Barral, 2011).

E percetivel em diversas analises efetuadas, que o aumento do nivel de HbF varia
muito entre individuos (Thein et al., 2009). Esta variacao é regulada a nivel genético,
estando dependente de muta¢cbes que envolvem diversos genes (Lettre et al., 2008).
Através de estudos de associacao foram identificados trés loci principais envolvidos no
aumento dos niveis de HbF (Figura 6):

1. O polimorfismo C/T (SNP rs7482144) (Xmn1-HBG2) localizado na regido 5’

promotora do gene HBG2 do cromossoma 11p15 (Gilman e Huisman 1985).



Introdugao

2. Diversos polimorfismos localizados na regido intergénica HBS1L-MYB (HMIP)
do cromossoma 6g23, nomeadamente os SNPs rs9399137, rs4895441, rs9402686 e
rs6934903 (Thein et al., 2007). Recentemente, foi identificada uma delegao de 3-pb,
associada ao aumento de HbF, em desequilibrio completo (LD) com SNP rs9399137
(Farrel et al., 2011).
3. Diversos polimorfismos localizados no gene BCL11A (SNPs rs766432,
rs11886868 e rs4671393) localizado no cromossoma 2p16 (Menzel et al., 2007).
Estes estudos foram realizados em diversos grupos populacionais, nomeadamente
doentes com drepanocitose de descendéncia africana, doentes com B-talassemia e
individuos saudaveis com HPFH, tendo-se verificado que os trés principais loci BCL11A,
HMIP e Xmn1-HBG2, sdo responsaveis por cerca de 20-50% da variacdo dos niveis de
HbF (Thein, et al., 2009; Sankaran et al., 2008).
Estes polimorfismos tém vindo a ser estudados em diversos grupos populacionais
estando descritas frequéncias alélicas, nomeadamente na base de dados Ensembl

genome database project (Tabela 1).

Tabela I: Frequéncias alélicas (em %) para os diferentes SNPs em diferentes popula¢des de
origem Europeia e Africana descritas na base de dados Ensembl.

N/W EUR Espanha AFR Am

Gene SNP Alelo (CEU) (IBS) (ASW)
C 30 18 28
rs1188868 T 70 32 7
BCL11A C 16 11 25
rs766432 A 84 39 75
C 22 25 9
rs9399137 T 78 75 91
HMIP A 12 7 7
rs6934903 T 38 93 93
T 26 36 6
HBG2 rs7482144 C 7 64 94

N/W EUR (CEU): Individuos de origem Europeia (Norte/Oeste) (Ensembl).
IBS: subpopulagdo Ibérica (Ensembl).
AFR (ASW): Populagdo Afro-americana residente no sudoeste dos EUA (Ensembl)
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Figura 6: Loci envolvidos na expressao da HbF que foram estudados em diferentes grupos
populacionais. A figura mostra diferentes SNPs nos loci HBG2 (A), HMIP (B) e BCL11A (C),

encontrados associados a HbF em diferentes grupos de populag¢des (assinaladas a cores
diferentes) (Thein et al., 2009).
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Consequéncias funcionais dos loci envolvidos

Outros trabalhos realizados permitiram identificar consequéncias funcionais
envolvidas na regulagdo da expressdao de HbF para os diferentes loci mencionados.
Assim, para o locus Xmn1-HBG2 tem sido sugerido que existe um efeito direto na
expressao do gene HBG2, com consequéncias no aumento da expressao de y-globina,
uma vez que o alelo estd localizado no promotor do gene HBG2 (Thein et al., 2009).
Todavia, outros estudos mostram que existem outros /oci funcionais na regiao 5’'HS4 LCR
do cluster B-globinico em desequilibrio de ligagdo com o SNP Xmnl (Neishabury et al.,
2012).

Estudos recentes demonstram que a regiao intergénica (HMIP) contém elementos
reguladores que controlam a expressdao do gene MYB (Figura 7), que influencia a
diferenciacdo de eritrdcitos, e indiretamente os niveis de HbF. Uma diminuicdo na
expressao de MYB contribui para o aumento dos niveis em HbF e células F (Thein et al.,
2009 e Green e Barral, 2011). Pensa-se que quando o gene MYB é menos expresso, a
eritropoiese, processo de diferenciagao celular, ocorre mais rapidamente, o que origina
gue a expressao de HbF seja mais acentuada. A expressao de y-globina ocorre nas células
F, sintetizadas em maior nimero quando a diferencia¢cao celular é muito rapida; assim

com o aumento de células F, ocorre um aumento de HbF (Thein et al., 2009).

O locus BCL11A é responsavel por cerca de 15% da variabilidade de células F na
populacdo Europeia. Diversos estudos demonstram que a expressao de BCL11A inibe a
expressao de y-globina, levando a diminuicdao de niveis de HbF (Thein, et al., 2009 e
Green e Barral, 2011) (Figura 7). Estudos recentes sugerem que no intrdo 2 do gene
BCL11A, onde se encontram localizados alguns dos SNPs associados aos niveis de HbF,
contem uma regido intensificadora especifica de células eritréides (Banan, 2013). O
polimorfismo rs4671393 é o que se encontra mais associado a expressdao de HbF em

doentes com SCD (Lettre et al., 2008).
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Figura 7: Locus para B-globina. Tentativa de representagao de interagao dos diferentes loci
responsaveis pelo aumento do nivel de HbF (Green e Barral 2011).

Objetivos

Uma vez reconhecido o beneficio clinico, do aumento de hemoglobina fetal, em
individuos que apresentam um quadro clinico patoldgico severo para diferentes
hemoglobinopatias, tém sido realizadas inUmeras pesquisas com o objetivo de
compreender o processo de regulacao e sintese de HbF. Um dos contributos cientificos
relevantes é o estudo molecular dos diferentes polimorfismos associados ao aumento
de hemoglobina fetal, com o intuito de contribuir para no futuro, encontrar meios de
controlo da indugdao de hemoglobina fetal.

Com o presente trabalho pretende-se avaliar a associacdo de alguns dos diferentes
polimorfismos previamente descritos localizados nos loci BCL11A, (polimorfismos
rs11886868 e rs766432), regido intergénica HBS1L-MYB, (polimorfismos rs9399137 e
rs6934903) e HBG2 (polimorfismo Xmn1_rs7482144), a expressdo de HbF em diferentes
grupos de individuos de naturalidade portuguesa, nomeadamente individuos normais
sem e com niveis aumentados de HbF (HPFH), doentes com [B-talassemia minor e
doentes com B-talassemia intermédia. Foi também analisado um grupo de doentes com
drepanocitose de origem Africana.

Neste sentido, foram definidos os seguintes objetivos especificos para o presente

trabalho:
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1. Estimar frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas para cada um dos SNPs
em analise, nos diferentes grupos de individuos;

2. Avaliar a associa¢do dos diversos polimorfismos nos loci BCL11A, HMIP e HBG2
aos niveis de HbF, através de analises estatisticas;

3. Comparar os resultados obtidos no presente trabalho com os obtidos e

publicados em diferentes populacdes para os mesmos polimorfismos.
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Material e Métodos

1. Amostras

O presente trabalho foi realizado com amostras de individuos ndo aparentados,
sauddveis e com hemoglobinopatias, disponibilizadas pelo Departamento de
Hematologia do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC), num total de 136
amostras.

Foram considerados quatro grupos de individuos para a andlise estatistica da
associacdo aos niveis de HbF dos polimorfismos estudados nos loci BCL11A, HMIP e
HbG2:

i) Um grupo de 60 individuos saudaveis, com parametros hematoldgicos normais,
com niveis de HbF entre 0,1% e 7,4%, e idades compreendidas entre 2 e 75 anos. Quinze
individuos mostram niveis aumentados de HbF (média =3,85%; variacdo: 2% a 7,4%)
sendo classificados como formas comuns de Persisténcia Hereditdria de Hemoglobina
Fetal (HPFH).

ii) Um grupo de 42 individuos, diagnosticados com B-talassemia minor, com niveis
de HbF entre 0,2% e 9,5%, e idades compreendidas entre os 2 e os 77 anos. Todos estes
doentes mostram niveis de HbA2 aumentada (média 4,8%; variacdo: 3,9%-6,8%). O
estudo molecular realizado em 23 individuos revelou heterozigotia para uma das
seguintes mutacdes B-globinicas: ¢.118C>T (p.Glu4Oterm); c.48G>A (p.Trpl6term);
€.92+6T>C; c.126_129 delCTTT; c.92+1G>A.

iii) Um grupo de 18 doentes diagnosticados com B-talassemia intermédia, com
niveis de HbF entre 4,6% e 50%, e idades compreendidas entre 22 e 62 anos. Na analise
estatistica, foram considerados valores de HbF, sem administracdo de hidroxiureia, em
9 doentes correntemente submetidos a este tratamento. Catorze doentes sdo
homozigdticos para a mutacao ¢.92+6T>C no gene B-globinico, um é homozigdtico para
a mutacao -90C>T, dois sdo heterozigdticos compostos para uma alteracdao molecular
no gene B-globinico (c.92+1G>A e c.48G>A) e uma triplicacdo do gene alfa-globinico
(triplicacdo a), e um é heterozigdtico para uma mutacdo de transmissdo dominante

c.404_413 del TGGCTGGTGT ins GCAG.
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iv) Um grupo de 16 doentes de origem Africana com drepanocitose, idades
compreendidas entre 8 e 50 anos, e niveis de HbF que variam entre 0,6% e 23,5%. Treze
doentes sdo homozigéticos HbSS (homozigotia c.20A>T; p.Glu7Val) e trés sdo
heterozigdticos compostos para HbS e mutagdes no gene B-globinico (HbD p.Glu122GlIn,
€.92+6T>C e p.Glu40Term.

Esta investigacgdo foi realizada de acordo com a Lei n2 12/2005 de 26 de Janeiro,
nomeadamente apds obtencdo do consentimento informado dos doentes para

realizacdo de estudos genéticos.

2. Genotipagem

A genotipagem dos SNPs nas amostras de DNA gendmico foi realizada no
laboratério de Genética do Centro de Investigacdo em Antropologia e Saude (CIAS), com
excecdo da eletroforese capilar de sequenciacdo efetuada no laboratério de
Hematologia do Hospital Pedidtrico de Coimbra num sequenciador automatico. Para
algumas das amostras o DNA gendmico foi previamente extraido a partir de sangue
periférico no laboratério de Hematologia Molecular do Hospital Pediatrico no decorrer
dos estudos moleculares de diagndstico ai realizados. Para outras amostras procedemos
a extracdo do DNA gendémico a partir de sangue periférico utilizando o FavorPrep™

Genomic DNA Mini Kit (Favorgen Biotech Corp., Taiwan), de acordo com as

recomendagoes do fabricante (ver Anexo 2).

2.1 Amplificacdo por Polymerase Chain Reaction (PCR)

Foi utilizada a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) para amplificacdo das
regides gendmicas onde se localizam os diferentes polimorfismos. O protocolo de PCR
utilizado para amplificacdo das amostras de DNA para os varios polimorfismos encontra-

se descrito na Tabela Il.

17



Materiais e Métodos

Tabela Il: Meio de reagao para amplificagao de amostras segundo técnica de PCR

Reagentes

Volume por

amostra (ul)

Agua bi-destilada
Tampao 10x
MgCl, (25mM)
dNTPs (10 mM cada)
Primer direto (100 ng/ pl)
Primer reverso (100 ng/ pl)
Taq Pol (5 U/ ul)

DNA

16,5
2,5
3
0,5
0,5
0,5
0,1
1,5

A amplificacdo das amostras de DNA para o estudo da delecdo HMIP 3-pb foi

realizada recorrendo ao kit Multiplex PCR (Qiagen, CA, USA) (Tabela IlI).

Tabela lll: Meio de reagao para PCR, utilizando kit multiplex

Reagentes

Volume por

amostra (ul)

Agua bi-destilada

Mix

Solugdo Q
Primer direto (100 ng/pl)
Primer reverso (100 ng/ul)

DNA

1
0,5
0,5
1,5

Os primers utilizados na amplificacdo das regides gendmicas dos varios

polimorfismos encontram-se descritos na Tabela IV. A sequéncia dos primers para

estudo dos SNPs rs11886868, rs766432 e rs6934903 foi obtida recorrendo ao programa

Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/) (Rozen e Skaletsky, 2000) e para o SNP Xmnl-

rs7482144 em (Sutton et al., 1989).
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Tabela IV: Primers e temperaturas de hibridizacdo para amplificacdo das diferentes sequéncias
alvo com os polimorfismos segundo técnica de PCR

Temperatura
Cr  Gene SNP Primers de
hibridizagao

Dir: 5'-ACGCCCTATGGTGGAATACA-3’
rs11886868 58°C
Rev: 5’-CCTAACCCTCTGACCCCTTC-3’

Dir: 5-GAAGGGGATTGACAGCAAAG-3’
rs766432 58°C
Rev:5’- CCAGTGGTGGGTGTTTTGTT -3’

Dir: 5-TGGCCATCTCTGATTAGTTGAA-3’
6 HMIP rs6934903 60°C
Rev:5’-TATGACTCCTTGGCCCACAT-3’

Dir: 5-AACTGTTGCTTTATAGGATTTTT-3’
11 HBG2 rs7482144 58°C
Rev:5’-AGGAGCTTATTGATAACCTCAGAC-3’

2 BCL11A

As amplificagdes foram realizadas num termociclador TProfessional (Biometra)
com o seguinte programa (Tabela V): desnaturacgdo inicial durante 5 minutos, seguida
de 35 ciclos de desnaturacdao a 95°C durante 45 segundos, ligacdo dos primers (a
temperatura indicada na Tabela lll) durante 45 segundos e extensdo da cadeia de DNA
a 72°C durante 1 minuto. Foi efetuado uma extensao final a 72°C durante 10 minutos.
O produto de PCR (5ul de amostra) foi depois visualizado a luz ultravioleta apds
eletroforese em gel de agarose 1,5% com Brometo de Etidio (concentragdo final
0,5ug/mL), para confirmar o sucesso da amplificacdo. Em cada uma das amplificacdes

realizadas, foi usado um controlo negativo de modo a excluir possiveis contaminagoes.

Tabela V: Ciclo de temperaturas do programa de PCR

Fase Temperatura Tempo  Ciclos
Desnaturacdo Inicial 94 3min 1x
Desnaturagao 94 45seg
Hibridizacdao 58°C/60°C 45seg 35x
Extensdo 72 1min
Extensdo final 72 7min 1x
Manutengao 4 oo

O polimorfismo Insercdo/delecdo (ins/del) HMIP 3-pb foi estudado mediante a
utilizacdo de dois conjuntos de primers descritos em Farrel et al. (2011): um conjunto

gue deteta o fragmento sem a delecdo e outro que amplifica o fragmento com a delecdo
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(Tabela VI). O programa de PCR utilizado foi o descrito na Tabela 1l com 58°C como

temperatura de annealing dos primers.

Tabela VI: Primers e temperatura de hibridizacdo para amplificacdo de sequéncias com e sem
dele¢ao HMIP 3-pb

Cr Primers Sequéncia
5’-TCACTCTGGACAGCAGATGTTACTAT-3’ Fragmento sem
5’- CTCAGTGATGGTATTTCTGGAGAC-3’ delec3o (207 pb)
° 5’- AGCCCGTCCAGACACTCATTGTT-3’ Fragmento com

5’-CCCTGATAACATTTTGTGGTTTTCATTTAACAT-3’ delegdo (276 pb)

O produto de PCR para a ins/del HMIP 3-pb foi analisado em géis de poliacrilamida
8%, o que permitiu descriminar de imediato os diferentes gendtipos. Foi utilizado o
sistema de tampdes descrito por Luis e Caeiro (1995): tampdo do gel 0,375 M Tris/HCI
(pH 8,8) e tampao das pontes 0,125 M Tris/Glicina (pH 8,8). Foi aplicado um volume de
2ul de produto de PCR, e a eletroforese realizada durante aproximadamente 2 horas a
100V. A visualizacao das bandas foi efetuada por coloracdo com nitrato de prata de

acordo com (Budowle et al., 1991) (ver Anexo 3).

2.2 Estudo de SNPs por digestao com enzimas de restrigao

A ocorréncia de uma mutacdo pode originar a altera¢cdao de um local de restricao,
gue pode ser utilizada para a descriminacdo alélica. O produto de amplificacdo digerido
com enzimas de restricdo origina diferentes fragmentos em funcao do alelo presente na
amostra, que separados na eletroforese de acordo com o seu tamanho, permitem
distinguir os diferentes genétipos. Esta técnica é correntemente chamada de RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism).

A genotipagem das amostras para os SNPs rs766432, rs6934903, rs7482144 e
rs3817621 foi realizada por RFLP com as enzimas de restricdo e condi¢Ges descritas na

Tabela VII.
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Tabela VII: Enzimas de restricao e meios de reacdo da digestao utilizadas para os diferentes
SNPs

Enzima de Restrigao

Reagentes Accl HpyChalil Xmnl Acil
(rs766432) (rs6934903) (rs7482144) (rs3817621)

L = Agua 3,7 3,7 3,6 3,9

8 = Tampdo 10x 0,5 0,5 0,5 0,5
g 5 Enama 05(5U)  03(L50)  05(5U) 0,2 (1U)

3 & BSA - 0,1 0,1 0,1

> ® DNA 0,3 0,3 0,3 0,3

Volume total 5 5 5 5

O tamanho dos fragmentos resultantes da digestdo para cada um dos SNPs
encontram-se descriminados na Tabela VI, bem como a temperatura e tempo de

incubacao utilizados.

Tabela VIII: Tamanho dos fragmentos resultantes da digestdo e condigdes de incubagdo
utilizadas.

SNP Enzima Fragmentos (pb) Temperatura Tempo

Alelo A: 110 + 93
rs766432 Accl Alelo C: 93 + 64 + 46 37°C 16h

Produto PCR: 203

Alelo T: 124 + 40
rs6934903 HpYCh4|” Alelo A: 77 + 47 + 40 37°C 16h

Produto PCR: 164
Alelo T: 207 + 450
rs7482144 Xmnl Alelo C: 657 37°C 16h
Produto PCR: 657

Alelo G: 76+103+3+65
rs3817621 Acil Alelo C: 179+3+65 37°C 16h

Produto PCR: 247

Apds a digestdao os fragmentos foram separados em géis horizontais de
poliacrilamida a concentracGes de 10% para os SNPs rs766432 e rs6934903 e de 6% para
0 rs7482144. Foi utilizado o sistema de tampd&es descrito por Luis e Caeiro (1995):
tampao do gel 0,375 M Tris/HCI (pH 8,8) e tamp&o das pontes 0,125 M Tris/Glicina (pH
8,8). Foi aplicado um volume de 2ul de produto digerido e a eletroforese foi realizada
durante aproximadamente 2 horas a 100V. A visualizacdo das bandas foi efetuada por

coloracdo com nitrato de prata de acordo com (Budowle et al., 1991) (ver Anexo 3).
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2.3 Estudo de SNPs por SSCP

Para genotipagem das amostras para o SNP rs11886868, utilizou-se a técnica de
SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism). A dete¢ao de SNPs por SSCP
(polimorfismos conformacionais do DNA em cadeia simples), baseia-se nas diferencas
de conformacdo que os segmentos de DNA em cadeia simples adquirem, apds
desnaturag¢dao dos produtos de PCR. Estas diferengas de conformagdo devem-se a
substituicdo de apenas uma ou algumas bases. Os diferentes polimorfismos podem ser
detetados em eletroforese de gel de poliacrilamida, uma vez que as diferentes
conformacbes sofrem diferentes migracdes no gel. A descriminacdo dos alelos é feita
por comparac¢ao dos diferentes perfis de eletroforese apds coloragdao por nitrato de
prata.

Aos produtos da amplificacdo para o SNP rs11886868 adicionou-se uma solugao
desnaturante que incluiu 95% formamida desionizada; 0,1% azul de bromofenol; 0,1%
xileno-cianol; 10 mM EDTA; 0,1% SDS, na proporcdo de 1:1 (volume total de 6pl). A
mistura foi desnaturada por ac¢do do calor (94°C durante 5min) e imediatamente
colocada em gelo o que impede que as cadeias desnaturadas voltem a emparelhar. Os
produtos de PCR desnaturados foram aplicados num mini-gel (7,2x10,2cm) vertical de
poliacrilamida ndo-desnaturante: 10% de acrilamida-bisacrilamida (C=2,5%), 10% de
glicerol e 200mM de tampao TBE (89mM Tris; 8 mM 4cido bérico; 2mM EDTA; pH8,3),
e submetidos a eletroforese a 60V durante 16 horas. O resultado foi observado apds
coloracdo dos fragmentos de DNA com nitrato de prata de acordo com Bloom et al.

(1987) (ver Anexo 4).

2.4 Estudo de SNPs por PCR em tempo real com sondas TagMan

O polimorfismo rs9399137, da regido intergénica HMIP, foi genotipado por PCR
em tempo real recorrendo a Sondas TagMan (Assay ID C_ 30488126 20) (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).

As sondas TagMan apresentam numa das extremidades um fluoréforo (reporter),
e na outra um quencher que inibe a fluorescéncia do repdrter. Os produtos da reacdo
de PCR sdo detetados apds degradacdo da sonda pela acdo da Taq Polimerase, que

separa o quencher do reporter permitindo a emissdao de fluorescéncia. Durante o
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processo de PCR em tempo real é amplificada a regido alvo que contem o SNP em estudo
e sdo utilizadas duas sondas marcadas com fluorocromos diferentes (FAM e VIC)
especificas para cada um dos alelos do SNP. Cada uma das duas sondas TagMan hibridiza
especificamente com a sequéncia complementar (alelo especifico) na cadeia simples de
DNA e no processo de amplificagdo a sonda TagMan ligada a sequencia de DNA
complementar é degradada pela atividade da Taq polimerase o que permite a emissdo
de fluorescéncia. Assim, durante o processo de amplificagdo a emissdao de luz aumenta
de forma exponencial (Novais e Pires-Alves 2004).

O meio de reacdao de PCR em tempo real utilizado no estudo do polimorfismo
HMIP rs9399137 encontra-se descriminado na Tabela IX e as condi¢bes do programa de
amplificacdo sdo descritas na Tabela X. A reacdo de amplificacdo decorreu num
termociclador MiniOpticon™ Real-Time PCR Detection System (BioRad Laboratories, CA,

USA).

Tabela IX: Meio de reagdo utilizado para estudo do SNP rs9399137 com sondas TagMan

Volume por amostra

Reagentes (ul)
Agua 12
Mix 5
Sonda (20x) 0,5
DNA 2,5
Vol total 20

Mix: SsoFast™ Probes Supermix (BioRad)

Tabela X: CondigGes de execugao do programa de PCR em tempo real com Sondas TagMan

Fase Temperatura Tempo  Ciclos
Desnaturagao Inicial 95°C 15 min 1
Desnaturacdo 92°C 15 seg
Hibridizacdo/Extensdo 64°C 1 min 0
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2.5 Sequenciagao

No sentido de assegurar a fiabilidade da genotipagem com as diversas técnicas
enunciadas, cerca de 10% das amostras com os diferentes gendtipos de cada um dos
SNPs foram sequenciadas recorrendo ao método de Sanger (Sanger et al. 1977). Os
produtos amplificados foram purificados com a exonuclease ExoSap-IT (USB, Cleveland,
OH, USA) (2 pL de produto de PCR + 0,5 uL de ExoSap-IT, a 37°C durante 15 minutos, ao
fim dos quais a reacc¢do foi parada a 80°C durante 15 min) e utilizados diretamente na
reacdo de sequenciacdao utilizando o kit BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Para cada amostra foi preparada uma
solucdo contendo 2 plL de produto de PCR apds purificagdo com a enzima ExoSap-IT, 1
ulL de solugdo BigDye, 0,5 puL de primer (direto ou reverso, 100 ng/ul) em 6,5 pL de H,0.
O volume final de 10 pL foi colocado num termociclador e a reacdo de sequenciagao
decorreu nas seguintes condicOes: desnaturacdo inicial a 96°C durante 5 minutos
seguida de 25 ciclos de desnaturacdo a 96°C durante 20 segundos e annealing dos
primers e extensdao a 60°C durante 2 minutos. Os produtos sequenciados foram
purificados em colunas DyeEx 2.0 (Qiagen, CA, USA) e aplicados no sequenciador

ABI_3130 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

3. Analise estatistica

Os resultados obtidos na genotipagem dos varios SNPs, foram submetidos a
analise estatistica com o objetivo principal de avaliar se os diferentes polimorfismos
influenciam os niveis de HbF em cada um dos grupos considerados.

A andlise estatistica dos dados incluiu:

- Exploracdo de dados para avaliar se a variavel dependente em andlise (niveis de
HbF) apresenta distribuicdo normal nos grupos em estudo (testes de Kolmogorov-
Smirnov e Shapiro-Wilk) e se as variancias populacionais sio homogéneas (ao teste de
Levene). Tendo em vista normalizar ou aproximar da normalizacdo a variavel
dependente e tornar homogéneas as variancias populacionais relativamente aos niveis
de HbF nos diferentes grupos populacionais em estudo optou-se por fazer a
transformacdo logaritmica de base 10 (LG10) dos niveis de HbF para cada amostra. A
transformagdo logaritmica dos niveis de HbF normalizou (ou aproximou da
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normalizacdo) a distribuicdo da variavel dependente, com as variancias populacionais a
registarem valores nao significativos.

- Estatistica descritiva, para obtencdo de frequéncias genotipicas, alélicas e
haplotipicas, bem como valores p do equilibrio de Hardy-Weinberg e elaboracdo de
graficos box-plot ou de médias, ilustrativos dos niveis de HbF.

- Testes ANOVA e T-Student, para comparacdo de médias de HbF entre os
diferentes gendtipos para cada um dos polimorfismos. Para um valor de p significativo
(p <0,05), considerou-se estatisticamente diferente a média de HbF entre os diferentes
grupos de gendtipos.

- Estudos de associacdo, para testar a correlacdo entre varidveis independente
(gendtipos/hapldtipos) e dependente (niveis quantitativos de HbF). Foram utilizados
modelos de regressao linear, para todos os grupos em estudo. Para um valor de p
significativo (p <0,05) considerou-se existir associagao entre varidveis independente e
dependente (isto é, a primeira condiciona a segunda). Foi ainda utilizado o teste de
associacao caso-controlo no grupo populacional de individuos saudaveis, considerando
o grupo “caso” com niveis aumentados de HbF (>2%) e o grupo controlo com niveis
normais de HbF (<1,8%). Se é detetada uma diferenca significativa (p <0,05) entre dois
conjuntos de individuos entdo a diferenca é considerada como indicador de associacao,
sendo possivel estabelecer uma relagdo entre as duas variaveis.

A exploracdo de dados, elaboracdo de graficos e testes T-Student e ANOVA para
comparac¢ao de médias foram realizados no programa Statistical Package for the Social
Sciences (IBM SPSS Statistics — v20). Os célculos de frequéncias alélicas e haplotipicas,
avaliacdo da concordancia com a distribuicdo de Hardy-Weinberg (teste exato de
Fisher), bem como os testes de associacdo segundo modelos de regressao linear
(coeficiente de regressdo; valor p teste Wald) e caso-controlo (teste chi-quadrado de
Pearson; valores de Odds Ratio; IC 95%), foram realizados com o programa PLINK

(www.pngu.mgh-harvard.edu/purcell/plink) (Purcell et al. 2007).
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Resultados e discussao

1. Genotipagem

A Figura 8 mostra o padrao eletroforético obtido por SSCP para o SNP BCL11A

rs11886868 onde se podem distinguir os diferentes gendtipos.

AleloC —» = “
—

NeloT —» W SR

v

1 2 3 4 5 +

Figura 8: Genétipos obtidos para o SNP rs11886868 por SSCP. 2 e 4: individuos homozigéticos
para alelo ancestral (T); 1 e 3: individuos heterozigdticos TC; 5: individuo homozigético para
alelo derivado (C).

A Figura 9 mostra o padrdo eletroforético em gel de poliacrilamida para o SNP

BCL11A rs766432 apds digestdao com a enzima de restricdao Accl.

Aph—p —
64pb > —
93pb P — ———
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110pb — > — = —
- — S~~~ <— 200pb
»
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Figura 9: Gendtipos obtidos para o SNP BCL11A rs766432 por eletroforese horizontal em gel
de poliacrilamida apos digestdo com Accl. 3, 4, 5, 7 e 8: individuos homozigdticos AA; 1 e 2:
individuos heterozigdticos AC; 6: individuo homozigético CC. M: marcador de peso molecular
(100pb).

A Figura 10, ilustra os diferentes genétipos obtidos para o SNP HMIP rs9399137
por PCR em tempo real usando sondas TagMan. A descriminacao alélica foi efetuada

através da analise da intensidade de fluorescéncia de cada uma das sondas.
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Allelic Discrimination
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Figura 10: Genétipos obtidos para o SNP HMIP rs9399137 por PCR em tempo real usando
sondas TagMan. A fluorescéncia da sonda FAM identifica o alelo T e sonda Hex identifica o alelo
C. Circulos: homozigdticos TT; Triangulos: heterozigéticos CT; Quadrados: homozigéticos CC.

A Figura 11 mostra o padrdo eletroforético em gel de poliacrilamida para o SNP

HMIP rs6934903 apds digestdo com a enzima de restricao HpyCh4lll.

1 2 345 6 7 8 9 10 11 12

Figura 11: Gendétipos obtidos para o SNP HMIP rs6934903 por eletroforese horizontal em gel
de poliacrilamida apés digestao com HpyCh4lil. 3, 4, 5, 7 e 8: individuos homozigdticos TT; 9 e
12: individuos heterozigdticos TA; 1 e 6: individuos homozigdtico AA.

Na Figura 12, podemos observar o padrdo eletroforético obtido em gel de
poliacrilamida dos fragmentos amplificados por PCR com os dois conjuntos de primers

gue identificam a dele¢do 3-pb no locus HMIP.

< 100pb
207pb
— - - — 200pb
276pb 3 s _=,-- !--
: - = —_— < 300pb

1 2 345678910111213M

Figura 12: Genotipos obtidos para a delegdo de 3-pb por eletroforese horizontal em gel de
poliacrilamida. 2, 4 ,9 e 10: individuos homozigdticos para a dele¢do; 1, 5 e 13: individuos
heterozigéticos; 3, 6, 7, 8, 11 e 12: individuos homozigdtico sem dele¢do. M: marcador para
100pb.
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A Figura 13 mostra o padrao eletroforético em gel de poliacrilamida para o SNP

HBG2 rs7482144 apds digestdao com a enzima de restricao Xmnl.

200p —p o~ ——— 4—— 207p

~ - - - 450D
Ef—' P p— p— p— p— -' 657D
——

M1 2 3 4 6 7 8 9 10

Figura 13: Gendétipos obtidos para o SNP HBG2 rs7482144 por eletroforese horizontal em gel
de poliacrilamida apds digestao com Xmnl. 1, 3, 4, 6 e 7: individuos homozigdticos CC; 2,5 e
10: individuos heterozigdticos TC; 8 e 9: individuos homozigético TT. M: marcador para 100pb.

A Figura 14 mostra resultados das reacdes de sequenciacdo para os SNPs
rs6934903 e rs7482144. Para testar a eficacia da genotipagem pelos diferentes métodos
foram sequenciadas cerca de 10% da totalidade das amostras, tendo sido sequenciadas

amostras para todos os diferentes gendtipos de cada um dos SNPs.
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Figura 14: Exemplo de sequencia¢bes. (A) sequenciacdo para rs6934903, com exibicdo de
resultado heterozigético. (B) sequenciagdo para rs7482144, com exibicdo de resultado
homozigdtico para alelo ancestral C. As sequéncias foram editadas através do software Chromas

lite versdo 2.1.1.
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2. Analise estatistica dos dados para os loci BCL11A, HMIP e HBG2 nos
diferentes grupos populacionais

2.1 Grupo de individuos saudaveis com niveis aumentados de HbF (HPFH)

Foi analisado um conjunto de 60 individuos sauddveis, de origem portuguesa, com
idades compreendidas entre os 2 e os 75 anos. Todos os individuos apresentam
parametros hematoldgicos normais e niveis de HbF que variam entre 0,1% e 7,4 %.

A Tabela XI mostra a distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas e o valor p
do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) para todos os polimorfismos estudados dos loci
BCL11A, HMIP e HbG2 neste grupo populacional. O valor p HWE é superior a 0,05 em
todos os SNPs, o que significa que nao existem desvios significativos ao equilibrio de
Hardy-Weinberg na amostra populacional analisada.

Tabela XI: Distribuicao de frequéncias alélicas e genotipicas no grupo de individuos com
parametros hematoldgicos normais (n=60).

Chr | Gene SNP Alelos Genotipos p HWE
C: 0,417 CC: 0,217 (13)
2 | BCLI1A | rs11886868 | = 'oo | CT:0,40 (24) 0.186
o TT: 0,383 (23)
, CC: 0,133 (8)
2 | BCL11A | rs766432 ;;g";’gi CA: 0,35 (21) 0.222
o AA: 0,516 (31)
) CC: 0,05 (3)
6 HMIP rs9399137 ?_’ 8’§2§ CT: 0,366 (22) 1
Y TT: 0,583 (35)
. AA: 0,033 (2)
6 HMIP rs6934903 ?_’8’;; AT: 0,216 (13) 0.319
o TT: 0,75 (45)
T.030 | TT:0133(8)
11 HBG2 rs7482144 | O | CT:0,333(20) 0.124
o CC: 0,533 (32)

p HWE: valor de p para o equilibrio de Hardy-Weinberg.
A distribuicdo dos niveis de HbF (log-transformados) observados de acordo com

os genodtipos de cada um dos SNPs dos loci BCL11A, HMIP e HbG2 sdo mostrados na

Figura 15.
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Figura 15: Box-plots mostrando a distribuicdao dos niveis de HbF (log-transformados) para cada
gendtipo de cada SNP estudado (grupo HPFH). Al: BCL11A rs11886868; A2: BCL11A rs766432;
B1: HMIP rs9399137; B2: HMIP rs6934903; C: HbG2 (Xmnl; rs7482144).

Verificamos que para os polimorfismos do locus BCL11A, a distribuicao dos niveis
de HbF tende a aumentar para os genodtipos heterozigdticos dos SNPs rs1188868 e
rs766432 comparativamente ao gendtipo ancestral, e para gendtipos homozigdticos
com alelo derivado, o nivel de HbF eleva-se ainda mais. Para os restantes loci, HMIP e
Xmnl, a distribuicdo do nivel de HbF é semelhante para os diferentes gendtipos de cada

SNP.
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Para verificar se existem diferengas significativas no nivel de HbF (log-
transformados) entre os diferentes gendtipos de cada um dos SNPs, foi realizado o teste
ANOVA de comparacdo de médias (Tabela Xll). Podemos observar que existem
diferencas estatisticamente significativas (p <0,05) para os SNPs rs11886868 e rs766432
do locus BCL11A, confirmando a interpretacdo da exploracdo de dados através dos
graficos box-plot. Por outro lado, é possivel verificar que para o SNP rs11886868 quer o
gendtipo TC quer o gendtipo CC difere significativamente nos niveis de HbF do gendtipo
TT, homozigético para o alelo ancestral. Ja o SNP rs766432 mostra apenas diferenca
significativa nos niveis de HbF entre os dois gendtipos homozigdticos CC vs. AA.

Para os polimorfismos dos loci HMIP e HBG2_Xmnl ndo foram encontradas
diferengas estatisticamente significativas entre os niveis de HbF nos diferentes
genotipos.

Tabela XlI: Comparac¢ao da média dos niveis de HbF (log-transformados) entre os diferentes
gendtipos de cada SNP no grupo de individuos normal sem e com HPFH.

Genotipos
SNP Média HbF (%) p*
TT (n=23) | TC (n=24) CC (n=13)
rs11886868 | 0,887 1,637 2,392 P<0,001
p=0,009 p=0,000
BCL11A AA (n=31) | AC (n=21) cC (n=38)
rs766432 1,039 1,705 2,85 p=0,008
p=0,202 p=0,008
TT (n=35) | TC (n=22) CC (n=3)
rs9399137 | 1,506 1,373 2,633 p=0,336
p=0,797 p=0,450
HMIP TT (n=45) | TA (n=13) AA (n=2)
rs6934903 | 1,544 1,423 1,4 p=0,914
p=0,970 p=0,925
CC (n=32) | CT (n=20) TT (n=8)
HBG2 | rs7482144 1,682 1,681 1,772 p=0,462
p=0,431 p=0,893

n: numero de individuos da amostra para cada genétipo.

p: valor p de comparagbes multiplas, obtido através do teste de Tukey, entre o genétipo homozigético
para o alelo ancestral e cada um dos gendtipos heterozigdtico e homozigdtico para o alelo derivado.

p*: valor p do teste ANOVA.

Valores p significativos (p <0,05) a negrito.

Os valores médios de HbF na Tabela sdo ndo-transformados.

A Tabela XIll, mostra os niveis de HbF em func¢do da combinacdo genotipica para
os dois SNPs BCL11A com significancia estatistica na associa¢do ao nivel de HbF. Verifica-

se que o valor do nivel de HbF em amostras com gendtipos homozigéticos para o alelo
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derivado em ambos os SNPs (CC/CC) é cerca de 3,4 vezes superior comparativamente

aos gendtipos homozigoticos ancestrais (AA/TT) (a negrito).

Tabela Xlll: Médias de HbF por combinacdo de gendtipos dos polimorfismos rs11886868 |
rs766432 e tamanho da amostra (n) (grupo HPFH).

rs766432
AA AC CcC
cC 1,9 (1) 1,6 (4) 2,85 (8)
rs11886868 | TC 1,41(7) |1,73(17) |-
1T 0,84 (20) |- -

Para melhor avaliar o efeito individual de cada um dos trés loci nos niveis de HbF
(Figura 18), selecionou-se um SNP de cada um dos loci (rs11886868, rs9399137 e
rs7482144) e formaram-se 4 grupos de individuos: i) um grupo controlo (ctr) composto
por individuos homozigdticos para os alelos ancestrais de todos os /oci; ii) um grupo
(rs868) composto por individuos homozigoticos para os alelos ancestrais em todos os
SNPs exceto rs11886868 (para o qual foram selecionados os individuos heterozigéticos
e homozigéticos para o alelo derivado; iii) um grupo (rs137) composto por individuos
homozigdticos para os alelos ancestrais em todos os SNPs exceto rs9399137 (para o qual
foram selecionados os individuos heterozigdticos e homozigdticos para o alelo derivado;
iv) um grupo (rs144) composto por individuos homozigdéticos para os alelos ancestrais
em todos os SNPs exceto rs7482144 (para o qual foram selecionados os individuos
heterozigdticos e homozigdticos para o alelo derivado). A Figura 16 mostra a média dos

niveis de HbF para cada um dos grupos considerados.
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Figura 16: Média de HbF para de individuos agrupados segundo o seu genétipo considerando
um dos SNPs de cada /oci (grupo HPFH). Ctr: homozigdticos para o alelo ancestral (n=6); rs868,
homozigdticos para os alelos ancestrais de todos os SNPs exceto rs11886868 (n=12); rs137,
homozigdticos para os alelos ancestrais de todos os SNPs exceto rs9399137 (n=6); rs144,
homozigdticos para os alelos ancestrais de todos os SNPs exceto rs7482144 (n=3). O valor p
mostra o resultado to teste de comparacdo entre as médias de cada um dos grupos
relativamente ao grupo controlo.

Verifica-se que o grupo dos individuos homozigéticos e heterozigdticos para o
alelo derivado do SNP rs11886868 apresenta mais do dobro (cerca de 2,2x) de HbF em
comparacdo com o grupo normal, sendo a diferenca estatisticamente significativa
(p=0,037). Por sua vez, o grupo dos individuos homozigéticos e heterozigdticos para o
alelo derivado do SNP rs9399137 apresenta niveis de HbF semelhante ao grupo normal,
e o grupo dos individuos homozigéticos e heterozigdticos para o alelo derivado do SNP
rs7482144 apresenta niveis de HbF inferior em comparacdo com o grupo normal. Para
estes polimorfismos ndo se encontram diferencas estatisticamente significativas em
relacdo ao grupo controlo (p=0,987, para rs9399137 e p=0,752, para rs7482144).

Para testar a associacdo dos polimorfismos aos niveis de HbF recorreu-se a
modelos de regressdo linear com os dados quantitativos de HbF (log-transformados).
Foram obtidos valores de p estatisticamente significativos para os dois polimorfismos
do Jocus BCL11A: rs11886868 (7,30x10°) e rs766432 (p=0,002) (Tabela XIV),

confirmando a associa¢do destes dois polimorfismos ao aumento dos niveis de HbF. Os
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valores da associagdo mantém-se estatisticamente significativos apds ajustamento para
o género e idade: p=2,91x10" e p=0,005 para rs11886868 e rs766432, respetivamente.
Para estes dois SNPs associados ao aumento de HbF, foram ainda obtidos valores Beta
positivos (0,30 e 0,26, respetivamente), o que indica que os alelos minor destes SNPs
exercem um efeito positivo no aumento dos niveis de HbF. Verifica-se que
individualmente o SNP rs11886868 é responsavel por 23,93% da variabilidade de HbF e
0 SNP rs766432 por 15,3% (Tabela XIV).

Por sua vez, os valores de p mostram que ndo existe significancia para os loci HMIP
e Xmnl confirmando a ndo associacdo destes SNPs ao aumento de HbF revelada nos

outros testes estatisticos.

Tabela XIV: Resultados do teste de associa¢ao por regressao linear para os diferentes loci em
estudo (grupo HPFH).

- MAF Variancia
Chr Gene SNP Posicao N (alelo) Beta SE explicada p
(%)
2 BCL11A | rs11886868 | 60720246 | 60 | 0,417 (C) 0,30 0,070 23,93 7,30x10°°
2 BCL11A rs766432 60719970 | 60 | 0,308 (C) 0,26 0,079 15,3 0,002
6 HMIP rs9399137 | 135419018 | 60 | 0,233 (C) | 0,029 | 0,103 0,13 0,78
6 HMIP rs6934903 | 135451564 | 60 | 0,142 (A) | 0,047 | 0,118 0,27 0,69
11 HBG2 rs7482144 5276169 60 | 0,300 (T) | -0,075 | 0,085 1,3 0,38

MAF: frequéncia do alelo minor (entre paréntesis);
N: ndmero de amostras;

Beta: coeficiente de correlagdo;

SE: Erro padrio.

Valores de Beta e p sdo relativos ao alelo minor.

Foi ainda analisada a associacdo dos polimorfismos a HbF através do modelo caso-
controlo, considerando como fendtipo HbF normal valores de HbF <1,8% e fendtipo HbF
aumentada valores de HbF >2%. Os resultados apresentados na Tabela XV mostram
valores significativos de associa¢do para os polimorfismos BCL11A rs766432 (p=0,002) e
rs11886868 (p=0,001), continuando a registar-se valores de p ndo significativos para os

restantes SNPs (HMIP rs9399137 p=0,31, rs6934903 p=0,29; e HBG2 rs7482144 p=1).
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Tabela XV: Teste de associa¢do segundo modelo caso/controlo, considerando o subgrupo com
HbF normal (< 1,8%) versus subgrupo com HbF elevada (22%) (grupo HPFH).

Fenétipo OR (95% Cl)
SNPs | Alleles | HpF<1,8% HbF >2% Normal vs,
(N=40) (N=15) Elevada
BCL11A C 0,333 0,667 4 (1,66-9,61)
rs11886868 — 0,667 0,333 p=0,0013
C 0,233 0,533 3,7 (1,57-8,94)
BCL11A | rs766432
76643 A 0,767 0,467 p=0,0021
C 0,211 0,300 1,6 (0,63-4,06)
9399137
HMIP ) s T 0,789 0,700 p=0,318
A 0,122 0,200 1,79 (0,60-5,36)
HMIP 6934903 /72 (0,60,
rs T 0,878 0,800 p=0,290
T 0,300 0,300 1(0,405-2,464)
HBG2 | rs7482144 c 0700 0700 oo

Abreviaturas: OR, odds ratio; Cl, intervalo de confianga.
Valores OR sdo relativos ao menor alelo
Os valores de p significativos (p<0,05) a negrito

Na andlise haplotipica, com determinacdo de haplétipos por inferéncia estatistica,
observa-se a presenca de trés haplétipos considerando os dois SNPs
rs11886868/rs766432 do locus BCL11A (CC: 0.308; CA: 0.108; TA: 0.583), com um valor
de desequilibrio gamético r>=0,66 (Tabela XVI). Para os dois polimorfismos do locus
HMIP rs9399137/rs6934903, observa-se a inferéncia de quatro haplotipos (CA: 0.083;
TA: 0.0587; CT: 0.15; TT: 0.708), com um valor de desequilibrio gamético r?=0,108
(Tabela XVI).

Tabela XVI: Frequéncias haplotipicas para os loci BCL11 e HMIP, valores r? de desequilibrio
gamético e testes de associagao aos niveis de HbF (grupo HPFH).

BCL11 rs11886868 LD r?
T C rs868|rs432
BClI11 A 0,583* 0,108*
rs766432 p=7,30X10"° p=0,11 0,660
C 0,308*
p=0,002
HMIP rs9399137 LD r?
T C rs137|rs903
HMIP T 0,708* 0,15*
rs6934903 p=0,88 p=0,46 0,108
A 0,058* 0,083*
p=0,72 p=0,81

*Frequéncia dos haplétipos;
p, associagdo entre hapldtipos e HbF;
LD, desequilibrio gamético.
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Na andlise da associagao dos haplétipos aos niveis de HbF (log-transformados)
verificam-se valores estatisticamente significativos para os haplotipos BCL11A: i) CC
(com ambos os alelos derivados) (p=0,002) e um valor de correlacdo positivo (0,256),
que mostra que este haplétipo esta positivamente associado ao aumento de HbF; ii) TA,
(constituido pelos dois alelos ancestrais) (p=7,30X107°) com um valor de correlacdo
negativo (-0.301) e portanto negativamente associado aos niveis de HbF. Para o
haplotipo CA, com apenas um dos alelos derivados, nao foi encontrada correlagao
significativa com o nivel de HbF (p= 0.11). Para os haplétipos do locus HMIP ndo se
verifica valor significativo de associacdo aos niveis de HbF em qualquer um dos

hapldétipos encontrados.

Assim, todos os testes estatisticos efetuados neste grupo de individuos saudaveis,
sem e com HPFH, mostram que os SNPs do /oci BCL11A se encontram associados ao
aumento dos niveis de HbF. Pelo contrario, neste grupo populacional ndo foi encontrada
qualquer associagdo entre os polimorfismos HMIP e Xmnl e os niveis de HbF.

Os resultados obtidos estdo de acordo com outros estudos (Uda et al., 2007) que
mostram o locus BCL11A como um dos responsdaveis pela variabilidade de HbF em
individuos com HPFH naturais da Sardenha. Por outro lado, os nossos resultados para o
locus Xmnl estao de acordo com a generalidade dos dados publicados que mostram que
este SNP nao influencia os niveis de HbF em individuos normais (Sampietro et al., 1992;
Guida et al., 2006; Dabke et al., 2013). Por outro lado, ndo confirmam os resultados
obtidos por Jouini et al (2011) que encontraram o polimorfismo Xmnl associado ao

aumento dos niveis de HbF em individuos normais adultos originarios da Tunisia.

37



Resultados e Discussdo

2.1 Grupo de doentes com B-talassemia minor

Foram analisados um total de 42 individuos, diagnosticados com B-talassemia
minor, e com niveis de HbF entre 0,2% e 9,5 %, e idades compreendidas entre os 2 e os
77 anos. A tabela XVII mostra a distribuicao das frequéncias alélicas e genotipicas e o
valor p do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) para todos os polimorfismos estudados
dos loci BCL11A, HMIP e HbG2 no total da populagdo. O valor p HWE é superior a 0,05
em todos os SNPs, o que significa que na amostra populacional ndo existem desvios

significativos ao equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela XVII: Distribuicao de frequéncias alélicas e genotipicas no grupo de individuos com B-
talassemia minor (n=42).

Chr Gene SNP Alelos Genotipos H\';'VE
C:0.25 CC: 0.047 (n=2)
2 BCL11A | rs11886868 T: 0’75 CT: 0,404 (n=17) 1
Y TT: 0,547 (n=23)
) CC: 0,023 (n=1)
2 BCL11A rs766432 i 8';451: CA: 0,261 (n=11) 1
Y AA: 0,714 (n=30)
C:0.25 CC: 0,095 (n=4)
6 HMIP rs9399137 T: 0’75 CT: 0,309 (n=13) 0,24
Y TT: 0,595 (n=25)
] AA: 0,023 (n=1)
6 HMIP rs6934903 ? 8;;2 AT: 0,190 (n=8) 0,45
Y TT: 0,785 (n=33)
) TT: 0,047 (n=2)
11 HBG2 rs7482144 Z 8’;;2 CT: 0,261 (n=11) 0,59
o CC: 0,690 (n=29)

p HWE: valor de p para o equilibrio de Hardy-Weinberg.

A distribuicdo dos niveis de HbF (log-transformados) de acordo com os gendtipos

de cada um dos SNPs dos loci BCL11A, HMIP e HbG2 sdo mostrados na Figura 17, tendo

sido agrupados os individuos heterozigéticos e homozigdticos para o alelo derivado.
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Figura 17: Box-plots mostrando a distribui¢do do nivel de HbF (log-transformada) para os
gendtipos de cada SNP, considerando o genétipo homozigético com alelo ancestral versus o
conjunto dos gendtipos homozigético e heterozigético com o alelo derivado (grupo B-
talassémia minor). Al: BCL11A rs11886868; A2: BCL11A rs766432; B1: HMIP rs9399137; B2:
HMIP rs6934903; C: Xmnl rs7482144.

A exploracdo estatistica de dados através de graficos box-plot para os diferentes
polimorfismos, mostra que os niveis de HbF sdo mais elevados para a generalidade dos
SNPs no conjunto dos gendtipos homozigético/heterozigdtico para o alelo derivado, em

relacdo ao gendtipo homozigético para o alelo ancestral.
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Para verificar se existem diferengas no nivel de HbF entre os gendtipos, foi
realizado o teste t-Student para comparar médias de HbF (log-transformadas) entre os
dois grupos de gendtipos considerados para cada SNP (Tabela XVIII).

Tabela XVIIl: Média do nivel de HbF para os dois grupos de genoétipos em cada SNP e

comparacao das médias dos niveis de HbF (log-transformados) entre os dois grupos de
gendtipos (grupo B-talassémia minor).

Gendtipos
SNP p
HbF %

TT (n=23) TC+CC (n=19)

rs11886868 0,354
1,857 2,742

BCL11A

AA (n=30) AC+CC (n=12)

rs766432 0,003
1,663 3,742
TT (n=25) TC+CC (n=17)

rs9399137 0,079
1,780 2,959

HMIP

TT (n=33) TA+AA (n=9)

rs6934903 0,056
1,970 3,311
CC (n=29) CT+TT (n=13)

HBG2 rs7482144 <0,001

1,372 4,231

n: numero de individuos da amostra para cada genétipo.
p*: valor p do t-teste.

Valores p significativos a negrito.

Valores de HbF na Tabela ndo-transformados.

Podemos observar através do teste t (Tabela XVIII) que existe significancia para os
SNPs BCL11A rs766432 (p=0,003) e Xmnl rs7482144 (p<0,001), em concordancia com a
distribuicdao de HbF observada nos graficos box-plot. Para os SNPs dos loci BCL11A
rs11886868 e HMIP rs9399137 e rs6934903, ndo se verificaram valores de p
estatisticamente significativos (p> 0,05) (Tabela XVIII).

Para os polimorfismos BCL11A rs766432 e HBG2 rs7482144, significativamente
associados aos niveis de HbF, o conjunto dos gendtipos heterozigético/homozigdtico
para os alelos derivados apresenta cerca de 2,25x (rs766432) e 3x (rs7482144) mais HbF,
comparativamente ao gendtipo homozigético para o alelo ancestral (Tabela XVIII).

Adicionalmente, para melhor avaliar o efeito individual de cada um dos trés loci
BCL11A, HMIP e Xmnl, selecionou-se um SNP de cada um (rs766432, rs6934903 e
rs7482144, respetivamente) e formaram-se 4 grupos mediante selecdo de amostras: i)
um grupo controlo (ctr) composto por individuos homozigdticos para os alelos
ancestrais de todos os loci; ii) um grupo (rs432) composto por individuos homozigéticos

para os alelos ancestrais em todos os SNPs exceto rs766432 (para o qual foram
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selecionados os individuos heterozigbticos e homozigéticos para o alelo derivado; iii) um
grupo (rs903) composto por individuos homozigdticos para os alelos ancestrais em
todos os SNPs exceto rs6934903 (para o qual foram selecionados os individuos
heterozigdticos e homozigdticos para o alelo derivado; iv) um grupo (rs144) composto
por individuos homozigdticos para os alelos ancestrais em todos os SNPs exceto
rs7482144 (para o qual foram selecionados os individuos heterozigéticos e
homozigdticos para o alelo derivado). A Figura 18 mostra a média dos niveis de HbF para
cada um dos grupos considerados verificando-se que o grupo dos individuos
homozigdticos para o alelo derivado do SNP Xmnl (rs7482144) apresenta cerca de
quatro vezes (3,9x) mais HbF em comparag¢dao com o grupo normal, sendo a diferenca
estatisticamente significativa (p <0,001). Por sua vez, os grupos dos individuos
homozigdticos para o alelo derivado dos SNP BCL11A rs766432 e HMIP rs6934903
apresentam niveis de HbF ligeiramente superiores ao grupo normal, com diferenca nao

estatisticamente significativas (p=0,722 e p=0,691, respetivamente).
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Figura 18: Média de HbF para de individuos agrupados segundo o seu genétipo considerando
um dos SNPs de cada loci (grupo B-talassémia minor). Ctr: homozigdticos para o alelo ancestral
(n=21); rs432, homozigoéticos para os alelos ancestrais de todos os SNPs exceto rs766432 (n=4);
rs903, homozigdticos para os alelos ancestrais de todos os SNPs exceto rs6934903 (n=3); rs144,
homozigdticos para os alelos ancestrais de todos os SNPs exceto rs7482144 (n=4). O valor p
mostra o resultado to teste de comparagdo entre as médias de cada um dos grupos
relativamente ao grupo controlo.
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Nos testes de associagao recorrendo a modelos de regressao linear com os dados
quantitativos de HbF (log-transformados), foram obtidos valores de p estatisticamente
significativos para o polimorfismo do locus BCL11A rs766432 (p=0,001) e para o locus
HBG2 rs7482144 (p=2,267x10°) (Tabela XIX), confirmando a associacdo destes dois
polimorfismos ao aumento dos niveis de HbF verificada por comparagdo dos genétipos.
A associacdo mantem-se estatisticamente significativa apds ajustamento para o género
e idade (p=0,00049 e p=7,39x10° para rs766432 e rs7482144, respetivamente). Os
valores de Beta positivos (0,41 e 0,50) indicam que os alelos minor destes SNPs exercem

efeito positivo no aumento de HbF.

Tabela XIX: Resultados do teste de associagdo por regressao linear para os diferentes loci em
doentes de origem portuguesa com B-talassemia minor.

Chr | Gene SNP Posicdo N (::2";) Beta | SE ex:allaii::‘iaad';d(z/o) p
2 BCL11A | rs11886868 | 60720246 | 42 | 0,25 (C) 0,14 | 0,12 3,7% 0,221
2 BCL11A rs766432 60719970 | 42 | 0,154 (C) | 0.41 | 0,12 22,8% 0,001
6 HMIP rs9399137 | 135419018 | 42 | 0,25(C) | 0,16 | 0,10 6,1% 0,114
6 HMIP rs6934903 | 135451564 | 42 | 0,119 (A) | 0,25 | 0,14 7.3% 0,082
11 HBG2 rs7482144 5276169 42 | 0,177 (T) | 0,50 | 0,09 43,2% 2,26x10°®

MAF: frequéncia do alelo minor (entre paréntesis);
N: nimero de amostras;

Beta: coeficiente de correlagdo;

SE: Erro padrao.

Valores de Beta e p sao relativos ao alelo minor.

Verifica-se que individualmente o SNP rs7482144 é responsavel por 43,2% da
variabilidade de HbF, e 0 SNP rs766432 por 22,8% (Tabela XIX).

Na determinacdo de haplétipos por inferéncia estatistica (Tabela XX), observa-se
a presenca de trés haplétipos considerando os dois SNPs rs11886868/rs766432 do locus
BCL11A (CC: 0.001; CA: 0.031; TA: 0.221), com um elevado valor de desequilibrio
gamético r?=0,57, e para os dois polimorfismos do locus HMIP rs9399137/rs6934903,
observa-se a inferéncia de quatro haplotipos (CA: 0,187; TA: 0,117; CT: 0,355; TT: 0,047),

com um valor de desequilibrio gamético r?=0,14.
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Tabela XX: Frequéncias haplotipicas para os loci BCL11 e HMIP, valores r? de desequilibrio
gamético e testes de associagdo aos niveis de HbF (grupo B-talassémia minor).

BCL11 rs11886868 LD
T C rs868|rs432
BCI11 A 0,75* 0,09*
rs766432 p=0,22 p=0,03 0,567
C 0,15*
p=0,001
HMIP rs9399137 LD
T C Rs137|rs903
HMIP T 0,72* 0,15*
rs6934903 p=0,047 p=0,36 0,140
A 0,02* 0,09*
p=0,12 p=0,19

*Frequéncia dos haplétipos;
p, associagdo entre haplétipos e HbF;
LD, desequilibrio gamético.

Na andlise da associacdao dos haplétipos aos niveis de HbF (log-transformados)
verificam-se valores de associagado estatisticamente significativos para o haplétipo CC,
com os alelos derivados de ambos os polimorfismos (rs1188868 C/rs766432 C)
(p=0,001), com coeficiente de correlagao positivo (0,411). Também o haplétipo AC, com
o alelo ancestral do polimorfismo rs766432_A e alelo derivado rs1188868 C mostra
associacdo significativa (p=0,03), mas com coeficiente de correlacdo negativo (-0,374),
o que indica que estd negativamente associado aos niveis de HbF, contrariamente ao
haplotipo CC. Este resultado esta de acordo com valores de p significativos encontrados
no teste de regressao linear para o SNP rs766432, e ndo significativos para rs1188868,
ambos do locus BCL11A.

No locus HMIP foi encontrada associacdo aos niveis de HbF para o haplotipo TT
(p=0,047), com alelos ancestrais de ambos 0s polimorfismos
(rs9399137_T/rs6934903_T), mas com coeficiente de correlacdo negativo (-0,193), o

gue indica que estd negativamente associado a HbF.

Assim, todos os testes estatisticos efetuados no grupo de individuos
diagnosticados com B-talassemia minor da regido centro de Portugal mostram que o
SNP do locus HBG2 Xmnl_rs7482144 é o que se encontra mais associado ao aumento

dos niveis de HbF, seguido do locus BCL11A rs766432. Relativamente ao SNP rs766432,
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0s nossos resultados estdo em concordancia com os obtidos por Farrel et al. (2011) que
encontrou o mesmo SNP BCL11A como o mais significativamente associado a HbF em
heterozigdticos para B-talassemia de origem Chinesa. Todavia nao foi possivel confirmar
o mesmo nivel de associagdo para o SNP HMIP rs9399137, também encontrado por
Farrel et al. (2011) fortemente associado ao nivel de HbF. Relativamente ao SNP
Xmnl_rs7482144 os nossos resultados sdao semelhantes aos encontrados noutros
estudos em heterozigbticos para B-talassemia originarios da India (Dabke et al., 2013)
ou ltalia (Guida et al., 2006), em que o alelo T do polimorfismo Xmnl se observa

fortemente associado aos niveis de HbF.

2.2 Grupo de doentes com B-talassemia intermédia

Foram analisados um total de 18 individuos diagnosticados com B-talassemia
intermédia, com niveis de HbF entre 4,6% e 50%, e idades compreendidas entre 22 e 62
anos. Os valores de HbF considerados foram estimados pré-administracdo de
hidroxiureia em nove doentes correntemente submetidos a este tratamento. A Tabela
XXI mostra a distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas e o valor p do equilibrio
de Hardy-Weinberg (HWE) para todos os polimorfismos estudados dos loci BCL11A,
HMIP e HbG2. O valor p HWE é superior a 0,05 em todos os SNPs o que significa que ndo

existem desvios significativos ao equilibrio de Hardy-Weinberg no grupo populacional.

Tabela XXI: Distribuicao de frequéncias alélicas e genotipicas no grupo de individuos com B-
talassemia intermédia (n=20)

Ch - P
v Gene SNP Alelos Genotipos HWE
C:042 CC: 0,10 (n=2)
2 BCL11A | rs11886868 T: 0’58 CT: 0,65 (n=11) 0,62
e TT: 0,25 (n=5)
C:0,28 CC: 0,05 (n=1)
2 BCL11A rs766432 A:0.72 CA: 0,45 (n=8) 1
I AA: 0,50 (n=9)
c:0,19 CC: 0,10 (n=2)
6 HMIP rs9399137 7081 CT: 0,25 (n=3) 0,09
s TT: 0,65 (n=13)
A 0,11 AA: 0,05 (n=0)
6 HMIP rs6934903 T.089 | AT:0,25(n=4) 1
e TT: 0,70 (n=14)
10,03 TT: 0 (n=0)
11 HBG2 rs7482144 C: 097 CT: 0,05 (n=1) 1
Y CC: 0,95 (n=17)

p HWE: valor de p para o equilibrio de Hardy-Weinberg.
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A distribui¢dao dos niveis de HbF (log-transformados) de acordo com os gendtipos

de cada um dos SNPs dos loci BCL11A, HMIP e HbG2 s3ao mostrados na Figura 19, tendo

sido agrupados os individuos heterozigéticos e homozigdticos para o alelo derivado.
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Figura 19: Box-plots mostrando a distribuicdo dos niveis de HbF (log-transformados) em
doentes com B-talassemia intermédia para os genétipos de cada SNP (os individuos com os
gendtipos homozigéticos e heterozigéticos para o alelo derivado foram agrupados). Al:
BCL11A rs11886868; A2: BCL11A rs766432; B1: HMIP rs9399137; B2: HMIP rs6934903; C: Xmnl

rs7482144.
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Através da observacado dos graficos box-plot, é possivel verificar que ndo existem
diferengas acentuadas na distribuicdao dos niveis de HbF entre os diferentes gendtipos
dos polimorfismos BCL11A rs1188868 e rs766432. Para os polimorfismos HMIP
rs9399137 e rs6934903, o conjunto dos gendtipos heterozigdético/homozigdtico para os
alelos derivados mostram niveis de HbF ligeiramente diminuidos.

O teste t-Student de comparagao de médias de HbF (log-transformadas) (Tabela
XXIl) revela que ndo existem diferencas estatisticamente significativas (0,121<p<0,833)
entre os dois grupos de gendtipos considerados para qualquer um dos SNPs, estando

estes resultados em concordancia com a distribuicdo observada nos graficos box-plot.

Tabela XXII: Média do nivel de HbF nos diferentes gendtipos para cada SNP e comparacgao das
médias dos niveis de HbF (log-transformados) entre os dois grupos de genétipos (grupo B-
talassemia intermédia).

SNP Genotipos
HbF % P
TT (n= TC+CC (n=1
rs11886868 162" 3) 12 7cc (n=13) | 0,637
BCL11A ’ ’
AA (n=9) AC+CC(n=9) | _
rs766432 [ e p=0,833
TT (n=1 T =
rs9399137 |- (1" 3) 1§+6cc (n=5) | o-0,316
HMIP ’ '
TT (n=14) TA+AA (n=4) | _
rs6934903 |- 50 p=0,121
CC (n=17) CT (n=1)
HBG2 | rs7482144 1cq 13 p=0,148

Média de HbF: valores ndo transformados;
Valores p do t teste, efetuado com dados HbF log-transformados

Nos testes de associa¢do aos niveis de HbF efetuados com modelos de regressao
linear (Tabela XXIlI) também ndo foram encontrados valores de p significativos para
qualquer dos SNP estudados (p >0,05).

Curiosamente, a frequéncia do alelo minor T do locus Xmnl_rs7482144 é muito
baixa neste grupo populacional, o que pode ficar a dever-se ao facto de existir
desequilibrio gamético entre o alelo C do polimorfismo Xmnl e a mutagdo ¢.92+6T>C,
gue constitui em homozigotia o gendtipo da maioria dos doentes deste grupo (14 num

total de 18).
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Tabela XXIII: Resultados do teste de associagao por regressao linear para os diferentes loci em
doentes com B-talassemia intermédia de origem portuguesa.

MAF Variancia
(allele) | Beta | SE (%) P

2 BCL11A | rs11886868 | 60720246 | 18 | 0,417 (C) | 4,002 | 2,08 18,7 0,072

Chr | Gene SNP Posicao N

2 | BCL11A | rs766432 60719970 | 18 | 0,278 (C) | 1,153 | 2,30 1,5 0,625

6 HMIP rs9399137 | 135419018 | 18 | 0,194 (C) | -0,639 | 2,04 0,06 0,758

6 HMIP rs6934903 | 135451564 | 18 | 0,111 (A) | -4,206 | 3,17 9,8 0,203

11 HBG2 rs7482144 5276169 | 18 | 0,027 (T) | -6,149 | 5,79 6,4 0,310

MAF: frequéncia do alelo minor (entre paréntesis);
N: nimero de amostras;

Beta: coeficiente de correlagdo;

SE: Erro padrao.

Valores de Beta e p sdo relativos ao alelo minor.

Na andlise haplotipica, a determinagado por inferéncia estatistica revela a presenca
de trés haplétipos considerando os dois SNPs rs11886868/rs766432 do locus BCL11A
(CC: 0.27; CA: 0.13; TA: 0.58), com um valor de desequilibrio gamético r?=0,519 (Tabela
XXIV). Para os dois polimorfismos do locus HMIP rs9399137/rs6934903, foram
deduzidos também trés haplétipos (com frequéncia superior a 1%) (CA: 0.11; CT: 0.08;
TT: 0.80) com um valor de desequilibrio gamético r?=0,46 ligeiramente inferior (Tabela
XXIV). O teste estatistico de associacdo aos niveis de HbF ndo mostrou valores

significativos para qualquer haplétipo de ambos os /oci (p >0,05).

Tabela XXIV: Frequéncias haplotipicas para os loci BCL11 e HMIP, valores r? de desequilibrio
gamético e testes de associagdo aos niveis de HbF (grupo B-talassémia intermédia).

BCL11 rs11886868 LD r?
T C rs868|rs432
BCl11 A 0,589* 0,139*
rs766432 p=0,072 p=0,087 0,519
C 0,278*
p=0,625
HMIP rs9399137 LD r?
T C rs137|rs903
HMIP T 0,806* 0,083*
Rs693490 p=0,758 p=0,537 0,460
3 A 0,111*
p=0,203

*Frequéncia dos haplétipos;
p, associacao entre haplétipos e HbF;
LD, desequilibrio gamético.
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Assim, o estudo realizado com o grupo de doentes diagnosticados com pB-
talassemia intermédia da regido centro de Portugal, ndo mostra valores significativos de
associacdo aos niveis de HbF para os polimorfismos dos diferentes loci, em qualquer dos
testes estatisticos efetuados. Assim, os dados obtidos no presente trabalho nao
replicam os observados para os mesmos polimorfismos noutras populacdes de doentes
com B-talassemia (Uda et al., 2008), embora outros estudos recentes em grupos
populacionais com pB-talassemia intermédia também ndo tenham encontrado
associacao dos polimorfismos BCL11A e HMIP aos niveis de HbF (Nguyen et al., 2010).
Consideramos, no entanto, que a auséncia de associacdo a HbF agora verificada para os
polimorfismos estudados neste grupo populacional de naturalidade Portuguesa pode
ficar a dever-se ao reduzido tamanho da amostra (apenas 18 doentes).

Por outro lado, a auséncia de influéncia nos niveis de HbF verificada para o locus
Xmnl é resultado da homogeneidade haplotipica observada na nossa populagdo, com
14 dos 18 doentes homozigdticos para a mutacdo c.92+6T>C no gene B-globinico.
Verifica-se que esta mutag¢ao se encontra em ligagao completa ao alelo C do SNP Xmnl,
registando-se apenas a presenca de um gendtipo heterozigético Xmnl_CT associado a

heterozigotia para a mutacao c.48G>A.

2.3 Grupo de doentes com drepanocitose

Foram analisados um total de 16 individuos de origem Africana com
drepanocitose, com idades compreendidas entre 8 e 50 anos e niveis de HbF que variam
entre 0,6% e 23,5%. Treze doentes sdo homozigdticos HbSS e trés sdo heterozigdticos
compostos para HbS e B-talassemia.

A Tabela XXV mostra a distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas e o valor
p do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) para todos os polimorfismos estudados nos
loci BCL11A, HMIP e HbG2 neste grupo populacional. O valor p HWE é superior a 0,05
em todos os SNPs, o que significa que ndo existem desvios significativos ao equilibrio de

Hardy-Weinberg neste grupo populacional.
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Tabela XXV: Distribuicio de frequéncias alélicas e genotipicas no grupo de individuos
diagnosticados com drepanocitose (n=16).

Cr Gene SNP Alelos Genoétipos p HWE
C.031p | CC:0,000 (n=0)
2 BCL11A rs11886868 T: 01688 CT: 0,625 (n=10) 0,233
e TT: 0,375 (n=6)
¢: 0,281 CC: 0, 000 (n=0)
2 BCL11A rs766432 A: 0.719 CA: 0,562 (n=9) 0,256
Y AA: 0,437 (n=7)
0,25 CC: 0,062 (n=1)
6 HMIP rs9399137 T:075 CT: 0,375 (n=6) 1
Y TT: 0,562 (n=9)
] AA: 0,000 (n=0)
6 HMIP rs6934903 ? g'ggi AT: 0,142 (n=2) 1
Y TT: 0,928 (n=13)
T:0125 TT: 0,062 (n=1)
11 HBG2 rs7482144 C: 0.875 CT: 0,125 (n=2) 0,190
Y CC: 0,812 (n=13)

p HWE: valor de p para o equilibrio de Hardy-Weinberg.

A distribuicdo dos niveis de HbF (log-transformados) de acordo com os genétipos
de cada um dos SNPs dos loci BCL11A, HMIP e HbG2 sdo mostrados nos box-plots da
Figura 20, tendo sido agrupados heterozigdticos e homozigdticos para o alelo derivado.
Pela observagdo dos graficos é possivel observar niveis de HbF superiores no conjunto
dos gendtipos heterozigdtico/homozigdtico para os alelos derivados dos polimorfismos
HMIP rs9399137 e HBG2 rs7482144. Para os restantes polimorfismos nao se verificam

diferencas na distribuicdo do nivel de HbF entre os gendtipos.

O teste t-Student de comparacdao de médias de HbF entre os dois conjuntos de
gendtipos ndo mostrou diferencas significativas para qualquer um dos polimorfismos
(Tabela XXVI). No entanto, o conjunto dos individuos heterozigéticos e homozigéticos
para os alelos derivados dos SNPs HMIP rs9399137 TC+CC e Xmnl rs7482144 CT+TT,
apresentam cerca de 1,9x e 2,3x, respetivamente, mais HbF do que os homozigdticos
para os alelos ancestrais, o que mostra que estes SNPs se encontram moderadamente

associados aos niveis de HbF.
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Figura 20: Box-plots mostrando a distribuicdo dos niveis de HbF (log-transformados) em
doentes com drepanocitose para os genétipos de cada SNP (os individuos com os genétipos
homozigéticos e heterozigéticos para o alelo derivado foram agrupados). Al: BCL11A
rs11886868; A2: BCL11A rs766432; B1: HMIP rs9399137; B2: HMIP rs6934903; C: Xmnl

rs7482144.
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Tabela XXVI: Média do nivel de HbF nos diferentes gendtipos para cada SNP e comparacao das
médias dos niveis de HbF (log-transformadas) entre os dois grupos de gendtipos (grupo
drepanocitose).

Genotipos P
SNP
HbF % (t-test)

TT (n=6) TC+CC (n=10)

rs11886868 0,980
5,767 8,400

BCL11A

AA (n=7) AC+CC (n=9)

rs766432 0,643
6,814 7,813
TT (n=9) TC+CC (n=7)

rs9399137 0,094
5,150 9,857

HMIP

TT (n=13) TA+AA (n=2)

rs6934903 0,813
7,238 8,050
CC (n=13) CT+TT (n=3)

HBG2 rs7482144 0,079

5,800 13,533

n: numero de individuos da amostra para cada genétipo.
Valores p marginalmente significativos a negrito.
Valores de HbF na Tabela ndo-transformados.

Nos testes de associa¢do recorrendo a modelos de regressao linear (Tabela XXVII)
também ndo foi possivel observar valores significativos de associacdo a HbF para

gualquer um dos SNPs estudados (p >0,05).

Tabela XXVII: Resultados do teste de associacao recorrendo ao modelo de regressao linear
para os diferentes loci em individuos com drepanocitose.

Chr Gene SNP Posi¢ao N (:f:l:)) Beta SE EX\F/);::i:gsi(an %) p
2 BCL11A | rs11886868 | 60720246 | 16 | 0,312 (C) | 0,005 | 0,20 0,004% 0,979
2 BCL11A | rs766432 60719970 | 16 | 0,281(C) | -0,093 | 0,19 1,5% 0,643
6 HMIP rs9399137 | 135419018 | 16 | 0,25(C) | 0,276 | 0,14 20,9% 0,074
6 HMIP rs6934903 | 135451564 | 15 | 0,066 (A) | 0,075 | 0,31 0,4% 0,813
11 HBG2 rs7482144 5276169 16 | 0,125(T) | 0,241 | 0,16 13,3% 0,164

MAF: frequéncia do alelo minor (entre paréntesis);
N: numero de amostras;

Beta: coeficiente de correlagdo;

SE: Erro padrdo.

Valores de Beta e p sdo relativos ao alelo minor.

Para os dois polimorfismos do locus BCL11A rs11886868/rs766432, foram
deduzidos trés hapldtipos (TA: 0,979; AC: 0,310; CC: 0,643), com um valor de
desequilibrio gamético r?=0,771. Para os dois polimorfismos do locus HMIP

rs9399137/rs6934903, foram deduzidos 3 haplétipos (com frequéncia superior a 1%)
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(CA:0,067; CT:0,2; TT: 0,733), com um valor de desequilibrio gamético r?=0,376 (Tabela
XXVIII).

O teste estatistico de associacdo com HbF mostrou valor significativo (p=0,039)
para o haplétipo HMIP CT (rs9399137_C/rs6934903_T), com o alelo derivado
rs9399137_C, e um coeficiente de correlacdo beta positivo (0,417), o que indica que o
alelo derivado do SNP rs9399137 estd positivamente associado aos niveis de HbF. O

locus BCL11A ndo revela associa¢do, aos niveis de HbF para qualquer dos haplétipos.

Tabela XXVIII: Frequéncias haplotipicas para os loci BCL11 e HMIP, valores r? de desequilibrio
gamético e testes de associagdo aos niveis de HbF (grupo B-talassémia intermédia).

BCL11 rs11886868 LD r?
T C rs868|rs432
BCI11 A 0,687* 0,031*
rs766432 p=0,979 p=0,310 0,771
C 0,281*
p= 0,643
HMIP rs9399137 LD r?
T C rs137|rs903
HMIP T 0,733* 0,200*
rs6934903 p=0,083 p=0,039 0,376
A 0,067*
p=0,813

*Frequéncia dos hapldtipos;
p, associacdo entre haplétipos e HbF;
LD, desequilibrio gamético.

Os diversos estudos publicados em doentes com drepanocitose de vdrias
populacdes de origem Africana tém vindo a mostrar que existe forte associacao entre
polimorfismos BCL11A e HMIP e os niveis de HbF (Lettre et al., 2008; Creary et al. 2009;
Makani et al 2011; Bhatnagar et al. 2011; Bae et al. 2012). Também relativamente ao
polimorfismo Xmnl, tém sido descritos valores significativos de associacdo aos niveis de
HbF em doentes com drepanocitose (Labie et al. 1985; Pandey et al. 2012).

No nosso estudo nado foi possivel replicar estes valores significativos de associacdo
aos niveis de HbF para os SNPs estudados. Foi possivel verificar no entanto, através da
analise haplotipica, que o polimorfismo HMIP rs9399137 com o alelo minor_C mostra

associacdo ao aumento nivel de HbF (haplotipo rs9399137 C/rs6934903 T) (p=0,039).
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Assim, os resultados obtidos nos testes de associagao, quer por regressao linear quer de
comparac¢ao de médias (t-teste), podem ter sido condicionados pela baixa amostragem,
uma vez que nao foi possivel replicar individualmente a associagao do alelo minor do
SNP rs9399137 aos niveis de HbF encontrada na analise haplotipica. Seria portanto
necessaria uma amostragem maior de doentes com drepanocitose para confirmar a

associacao deste polimorfismo aos niveis de HbF.

3. Estudo da delegao 3-pb no locus HMIP

No estudo da delegdo de 3-pb no locus HMIP em todos os grupos de individuos,
foi possivel perceber que esta se encontra em desequilibrio completo com o
polimorfismo rs9399137. Através da genotipagem foi possivel confirmar os resultados
de Farrell et al (2011) e verificar que o alelo ancestral rs9399137 T se encontra em
desequilibrio completo com a inexisténcia da delecdo (fragmento 207pb), e o alelo
derivado rs9399137_A se encontra em desequilibrio completo com a ocorréncia da
delecdo (fragmento 276pb).

Assim, individuos homozigéticos rs9399137_TT mostram sempre auséncia de
delecdo 3-pb e individuos homozigdticos AA mostram a presenca da delecdo em ambos
os cromossomas. Para genétipos heterozigéticos TA ocorre a delegao apenas num dos

cromossomas.

4. Distribuicdo de frequéncias alélicas em diferentes populactes

Para comparar as frequéncias obtidas na populacdo Portuguesa (valores obtidos
para o grupo populacional de individuos saudaveis com HbF <2%) (n=45) com as
previamente descritas para outras populac¢des, recorremos a base de dados Ensembl
(http://www.ensembl.org/index.html). Verificamos que as frequéncias alélicas obtidas
na populacdo Portuguesa sdao semelhantes as obtidas para as populacdes Europeias,
nomeadamente as populacdes de origem Norte/Oeste Europeu (CEU) e Espanha (IBS),
exceto para os polimorfismos BCL11A que em Espanha estdo descritos com frequéncias

inferiores a Portuguesa (Tabela XXIX).

53



Resultados e Discussdo

Tabela XXIX: Frequéncias alélicas (alelo derivado) para os diferentes SNPs em diferentes
populacoes de origem Europeia e Africana e na amostra populacional de individuos normais
(HbF <2%) da regido centro de Portugal.

Alelo N/W EUR Espanha AFR Am

Gene SNP derivado  (CEU) (1Bs)  (asw) RePort
rs1188868  C 30 18 28 33,3
BCL11A
rs766432 C 16 11 25 23,3
rs9399137  C 22 25 9 21,1
HMIP
rs6934903 A 12 7 7 12,2
HBG2 rs7482144 T 26 36 6 30,0

N/W EUR (CEU): Individuos de origem Europeia (Norte/Oeste) (dados Ensembl).

IBS: subpopulagdo Ibérica de Espanha (dados Ensembl).

AFR (ASW): Populagdo Afro-americana residente no sudoeste dos EUA (dados Ensembl)
RC Port: Populagdo da regido centro de Portugal (n=45) (este estudo).
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Conclusdo

Conclusao

Com o presente estudo foi possivel concretizar os objetivos propostos,
nomeadamente, i) calcular frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas para cada um
dos SNPs nos diferentes grupos em estudo; ii) avaliar o grau de associagao dos diversos
polimorfismos nos loci BCL11A, HMIP e HBG2 aos niveis de HbF; e iii) comparar os
resultados obtidos no presente trabalho com os obtidos e publicados em diferentes
populacdes para os mesmos polimorfismos.

Foi possivel replicar a associacdo aos niveis de HbF para alguns dos SNPs que tém
vindo a ser recentemente objeto de estudos em diferentes populagées para B-
talassemia, drepanocitose e HPFH (Tabela XXX). Assim, pudemos confirmar uma forte
associacdo dos SNPS BCL11A aos niveis de HbF no grupo populacional de individuos
normais com HbF aumentada (HPFH). Também no grupo de doentes com B-talassemia
minor foi possivel verificar uma forte associa¢do aos niveis de HbF do locus Xmnl, bem
como do SNP rs766432 do locus BCL11A.

Para os doentes com B-talassemia intermédia e com drepanocitose nao foi
possivel replicar associacdes aos niveis de HbF por parte dos SNPs analisados (Tabela
XXX). Este resultado pode ficar a dever-se a pequena amostragem nestes dois grupos
populacionais, apenas com 18 e 16 individuos, respetivamente. Neste sentido, seria
importante conseguir um maior nimero de amostras, pelo menos para os casos de B-
talassemia intermédia e drepanocitose, no sentido de se poder obter resultados mais
consistentes.

Foi ainda possivel confirmar que a dele¢do 3-pb HMIP se encontra em
desequilibrio completo com o polimorfismo rs9399137.

Tabela XXX: Sintese dos resultados de associagdo dos diferentes polimorfismos aos niveis de

HbF nos diferentes grupos estudados, obtidos através de modelos de regressdo linear
implementados no programa PLINK.

B-talassemia | B-talassemia .
Normal/HPFH . . - Drepanocitose
Gene SNPs (n=60) minor intermédia (n=16)
(n=42) (n=18) -

BCL11A 1188868 7,30x10°° 0,221 0,072 0,979
rs766432 0,002 0,001 0,625 0,643

HMip  |rs9399137 0,78 0,114 0,758 0,074
rs6934903 0,69 0,082 0,203 0,813

HBG2 | rs7482144 0,38 2,26x10° 0,310 0,164

Valor p significativo: p <0,05 (a negrito).
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Anexo 1

Anexo 1.A - Individuo normal com nivel de HbF normal

Calibrated Retention Peak
Peak Name Area % Area % Time (min) Area
E 0.1# - 0.98 12518
Unknown -—— 0.8 1.22 16058
P2 ——— 3.8 1.32 78817
E3 ——— 3.4 1.67 71221
Unknown ——— 0.1 2.06 2450
Ao - 88.9 2.44 1849008
AZ 2.6 = 3.57 £1149
F Concentration = 0.1* %
A2 Concentration = 2.6 %

*Values
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outside of expected ranges

[1=4
n
.

[}

Ll
~]
L

30.0

s
wn
.

[

1
o

[

Time (min.)

L=

63



Anexo 1.B - Individuo diagnosticado com B-talassemia minor com nivel de
HbF normal

Calibrated Retention Peak
Peak Name Area % Area % Time (min) Area
F 0.9 —— 1.04 18708
Unknown - 1.4 1.18 29212
P2 ——— 3.4 1.32 73314
Unknown -—— 0.6 1.49 12913
E3 —— 4.4 1.71 94806
Ao - 83.7 2.41 1786957
AZ 5.0% - 3.63 118727
F Concentration = 0.9 %
A2 Concentration = 5.0*% %

*Values outside of expected ranges
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Anexo 1.C- Individuo diagnosticado com drepanocitose com nivel de HbF
aumentada

Calibrated Retention Peak
Peak Name Area % Area % Time (min) Area
F 15.9%* - 1.13 318512
Unknown ——— 0.6 2.20 13361
Ao - 2.3 2.34 47908
A2 3.5%* —— 3.66 81811
S—-window - 78.2 4.46 1656330
F Concentration = 15.9* &
A2 Concentration = 3.5*% %
*Values outside of expected ranges
Analysis comments:
45.04
37.5
30.04 |
] e
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0 1 2 3 4 5 6

Time (min.)
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Anexo 1.D- Individuo diagnosticado com B-talassemia intermedia com nivel

de HbF aumentada

Calibrated Retention Peak
Peak Name Area % Area % Time (min) Area
Unknown - 0.1 0.61 18485
F E.4% - 1.02 97664
P2 -—— 2.6 1.27 40828
Unknown - 0.5 1.42 BZ2&65
P3 - 11.¢6 1.62 178547
ko - 74.0 2.39 1143701
B2 4, 7% - 3.50 74582
F Concentration = 6.4*% %
A2 Concentration = 4.7*% %

*Values outside

Analysis comments:

of expected ranges
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Anexo 2

Protocolo de extracao de DNA com o kit Favorgen

Passo 1 — Lise

I A T o

Preparar tubos de 1,5ml com 600ul de RBC lysis buffer

Adicionar 200ul de sangue

Misturar agitando ligeiramente a mistura e centrifugar 5 minutos a 10 000rpm
Eliminar o sobrenadante

Adicionar 200ul de FABG buffer e 20ul de proteinase K

Vortex (5 a 10 segundos), para homogeneizar pellet. Colocar na estufa a 56°C

durante 1h, se possivel em agitacao

Passo 2 — Binding

Preparar Elution buffer a 70°C, para passo a frente
Adicionar 200ul de etanol (96-100%). Vortex 10 segundos.
Colocar coluna FABG em tubo de 2ml, e transferir a mistura para a coluna.

Centrifugar 5min a 12000rpm. Esvaziar tubo e recolocar coluna.

Passo 3 — Lavagem

Adicionar 400ul de W1 buffer. Centrifugar 1min a 12000rpm. Esvaziar tubo e
recolocar coluna.

Adicionar 600ul de wash buffer. Centrifugar 1min a 12000rpm. Esvaziar tubo e
recolocar coluna.

Centrifugar a 12000rpm durante 3min

Passo 4 — Eluicao

H w N

Transferir coluna FABG para tubo coletor de 1,5ml.
Adicionar 50ul de Elution Buffer (70°C) para recolha de DNA.
Centrifugar 1min a 12000rpm

Guardar tubos coletores, com DNA, a 4°C ou -10°C
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Anexo 3

Visualizagdo das bandas em géis de poliacrilamida apds digestao com

enzimas de restri¢ao
De acordo com Budowle al., 1991

Etanol 10%, em agitacdo durante 10 min;

Acido nitrico 1%, em agitacdo durante 5 min;

Agua destilada, duas vezes durante 30 s;

Nitrato de prata 0,2%, em agitacdo durante 20 min;

Agua destilada, duas vezes durante 30 s;

o v A w Nk

Carbonato de sédio 3% (100ml) e formaldeido 37% (20ul), em agitacao
durante 2 a 5 min;
7. Repetir passo 6 duas vezes.

8. Acido acético 10%, durante 30 s (paragem da reagdo);

9. Lavagem com agua destilada.
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Anexo 4

Visualizagdo das bandas na técnica de SSCP
De acordo com Bloom et al., 1987
1. Acido acético 10%, em agitacdo durante 20 min;
2. Agua destilada, duas vezes, durante 2 min;
3. Nitrato de prata 0,1% (100ml) e formaldeido 37% (150ul), em agitagdo durante
30 min;
4. Agua destilada, durante 30's;
5. Carbonato de sédio 3% (100ml) + formaldeido 37% (150ul) + tiossulfato de sddio
10% (20pl), em agitagdo durante 2 a 5 min;
6. Repetir passo 5.
7. Acido acético 10%, durante 30s (paragem da reac3o);

8. Lavagem com 4agua destilada.
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