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contém quatro grupos heme (a preto com o atomo de ferro a lilas). B — A ferro-protoporfirina
com o ido ferro no estado ferroso que esta ligado ao azoto (N) de cada uma das histidinas (Berg,
TYMOCZKO, & SEIYEE, N.0L.) e eneas 3

Figura 2 — Organizacdo béasica do gene globinico B. A localizagdo do cluster do gene globinico B
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braco curto do cromossoma 11 como mostrado em baixo. Os genes estdo representados como
caixas no meio da segunda linha, nomeados de acordo com o polipeptideo globinico que é
codificado. A orientag¢do da transcri¢do 5°-3” é da esquerda para a direita (Provan & Gribben,
2010). A ordem do gene reflete os tempos de expressdo durante o desenvolvimento eritroide
(LeaCh € al., 2001)....c.eiuiiieeieiiiiteriei ettt 4

Figura 3 — Molécula de Hb A. A Hb A é composta por duas cadeias a e duas B, que estdo
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ayB1), que sofrem as mudangas principais quando o estado do heme é modificado, envolvem
principalmente as hélices C e G e o “corner” FG. (a) Vista frontal mostra o tetrdimero da Hb A e
0s trés eixos de simetria. A linha vertical (marcada por uma elipse sélida) marca o eixo de
simetria duplo (a baixo deste eixo, é possivel ver a primeira cavidade central constituida pelas
cadeias P). As elipses ¢ as linhas a tracejado marcam os dois pseudoeixos de simetria, uma vez
que a simetria é apenas aproximada. Os nimeros a negrito representam os residuos em contacto
directo entre as cadeias oy e B,. O dimero a4, (verde) nunca se dissocia e interage com o dimero
ayP; (tonalidade clara) para alterar a conformacdo de T para R. Alteragdes nesta area podem
produzir Hbs com alta ou baixa afinidade. (b) A vista lateral do tetrdmero mostra o dimero
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(intrBes) estdo representados pelas areas a cinzento (Bunn, 1981). ........ccccccevvervineeneiiseienienes 9
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RESUMO



A hemoglobina é a proteina do sangue responsavel pelo transporte de oxigénio
dos capilares alveolares até aos tecidos. Esta molécula consiste em quatro cadeias
globinicas, duas cadeias do tipo alfa e duas do tipo beta, que estdo ligadas ao heme, uma
ferro-porfirina. As cadeias globinicas sdo codificadas nos agrupamentos génicos alfa e
beta globina, localizados no cromossoma 16 (16p13.3) e 11 (11p15.5), respectivamente.
MutacBes que ocorrem nos genes das cadeias globinicas do tipo alfa ou beta ddo origem
a uma patologia designada por hemoglobinopatia. Geralmente, as hemoglobinopatias
podem ser divididas em talassémias, em que ocorre a redugdo/auséncia da sintese de
cadeias globinicas, e variantes de hemoglobina, caracterizadas por mutagdes na
estrutura priméaria das cadeias globinicas. No entanto, estdo ainda reportadas variantes
com fendtipo talassémico e casos de conjugacdo de uma talassémia com uma variante
estrutural. A chave para a identificacdo de mutacGes no gene globinico nos portadores
ou individuos afectados é a compreensdo da relacdo gendtipo/fenétipo das varias
mutacdes dos genes globinicos.

No presente estudo foram identificadas as alteracbes moleculares de 18
individuos afectados e/ou portadores de uma variante beta de hemoglobina j& descrita
ou ndo na literatura. As variantes ja descritas estudadas foram: Hb Kéln, Hb Leiden, Hb
Saint Louis, Hb Shepherds Bush, Hb Malmdg, Hb Vila Real, Hb San Diego, Hb S, Hb C,
Hb D-Punjab, Hb E, Hb Lepore-Washington-Boston, Hb N-Baltimore, e Hb Aix-les-
Bains. As variantes de hemoglobina ndo descritas na literatura foram: Hb Ponta Delgada
e a variante que resulta de uma substituicdo de aminoacido na posi¢cdo 142 da cadeia
globinica beta. Funcionalmente foram estudadas a Hb Aix-les-Bains e a Hb Ponta

Delgada.
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ABSTRACT

XXii



The hemoglobin is the protein of blood that transports oxygen from capillary
tooth socket to tissues. This molecule consists of four globin chains, two alpha-like
globin chains and two beta-like globin chains, which are linked to heme, an iron-
porphyrin compound. The globin chains are codified in alpha and beta-globin gene
cluster, localized in chromosome 16 (16p13.3) and 11(11p15.5), respectively. Mutations
in alpha- or beta-like globin gene origin a pathology called hemoglobinopathy.
Generally, hemoglobinopathies can be divided in thalassemias, in which occur
reduced/absence synthesis of hemoglobin, and structural variant of hemoglobin,
characterized by mutations in primary structure of globin chains. However, there are
structural variant with thalassemic phenotype and cases of thalassemia and structural
variant simultaneously. The key to identifying the globin gene mutations in carriers and
affected patients is an understanding of the genotype/phenotype relationships of the

various globin gene mutations.

In current study, identifying molecular alterations of 18 carriers and/or affected
patients of B hemoglobin variant that are described or not in literature. Described
variants were: Hb Kd&ln, Hb Leiden, Hb Saint Louis, Hb Shepherds Bush, Hb Malmg,
Hb Vila Real, Hb San Diego, Hb S, Hb C, Hb D-Punjab, Hb E, Hb Lepore-Washington-
Boston, Hb N-Baltimore, and Hb Aix-les-Bains. No described variants were: Hb Ponta
Delgada and variant which results of aminoacid substitution in position 142 of f§ globin

chain. Hb Aix-les-Bains and Hb Ponta Delgada were studied functionally.
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INTRODUCAOQ



1. Hemoglobina

A hemoglobina (Hb), uma proteina que se encontra nos glébulos vermelhos com
um peso molecular de 64,458 KDa, (Wiwanitkit, 2008) (Clarke & Higgins, 2000) ¢
composta por quatro cadeias globinicas, duas do tipo alfa (a) e duas do tipo beta (B)
(Schechter, 2008) (Marengo-Rowe, 2006) (Giambona, Passarello, Renda, & Maggio,
2009). A cada uma destas esta ligado um grupo prostético (Figura 1A). Este grupo é
uma ferro-protoporfirina IX e é denominada heme (Figura 1B) (Marengo-Rowe, 2006).
Quando o ferro se encontra no estado divalente, ferroso, desempenha o papel de ligar ao
oxigénio (O,) reversivelmente, levando deste modo a formacao da oxi-Hb (Wiwanitkit,

2008).

Figura 1 — Representacdo do heterotetramero da Hb humana e do grupo heme. A — A estrutura da
hemoglobina é composta por duas subunidades a (rosa) e duas p (amarelo). A molécula contém
quatro grupos heme (a preto com o atomo de ferro a lilas). B — A ferro-protoporfirina com o ido
ferro no estado ferroso que esta ligado ao azoto (N) de cada uma das histidinas (Berg, Tymoczko, &
Stryer, n.d.).

O agrupamento génico humano a globinico consiste em quatro genes funcionais:
HBZ, HBA2, HBA1 e HBQ1, que codificam as cadeias globinicas zeta ({), a2, al, e
teta (0), respectivamente. Este agrupamento génico esta localizado na regido p13.3 do
cromossoma 16, proximo do telomero e acima do controlo de regulacdo do potenciador

HS-40 da cadeia globinica a. O agrupamento génico humano globinico B, que reside na



regido p15.5 do cromossoma 11, consiste em cinco genes funcionais: HBE1, HBG2,
HBG1, HBD, e HBB] (Figura 2). Estes genes codificam as cadeias globinicas epsilon
(€), gama G (Gy), Ay, delta (3), e B, respectivamente (Patrinos, Kollia, & Papadakis,
2005) (Schechter, 2008) (Hartwell, Srisawang, Kongtawelert, Christian, & Grudpan,
2005)(Leach et al., 2001)(Clarke & Higgins, 2000). Depois da separacdo evolucionaria
dos dois loci globinicos mamiferos, cada loci sofreu mudangas complexas que
resultaram na presenca de multiplos genes e pseudogenes ndo expressos N0 genoma
humano. Durante os estados de desenvolvimento fetal, neonatal e adulto, o padréo de
expressao destes genes desvia-se dos genes mais proximos do 5’ no DNA para os mais
préximos do 3’ (Schechter, 2008) (Muncie & Campbell, 2009) (Hartwell et al., 2005)

(Giambona et al., 2009).

fi-like glokin genes

P15 51547

IIITRIINID cteomesems 11

Figura 2 — Organizagdo bésica do gene globinico p. A localizagdo do agrupamento génico globinico
B [5'-e-(13.3 kb)-®y-(3.5 kb)-"y-(13.9kb)-8-(5.4 kb)-B-3']é numa zona préxima do telémero do brago
curto do cromossoma 11 como mostrado em baixo. Os genes estdo representados como caixas no
meio da segunda linha, nomeados de acordo com o polipeptideo globinico que é codificado. A
orientacio da transcricio 5°-3’ é da esquerda para a direita (Provan & Gribben, 2010). A ordem do
gene reflete os tempos de expressdo durante o desenvolvimento eritroide (Leach et al., 2001).

O gene globinico f ¢ composto por 3 exdes e 2 sequéncias de intervencao
(intrdes). Os introes do gene P sdo constituidos, um por 122 — 130 pares de base (pb)

entre os coddes 30 e 31 e outro por 850 — 900 pb entre os coddes 104 e 105 (Anexo 1).



As sequéncias de DNA codificantes para o pré-mRNA de cada gene globinico incluem
o local cap mRNA, coddo de iniciacdo, locais de “splicing”, coddes de terminagdo, e
sinais de poliadenilagdo de mRNA (Schechter, 2008). O gene globinico B ¢ regulado
pela sua proximidade com um grupo de locais multiplos super-hipersensivéis (HS) a
DNAse | na regido 5°, designado LCR, que ¢ hipersensivel a clivagem pela nuclease
DNAse I. O LCR esta localizado de 8 a 22 kb antes do gene globinico €, e contribui
significativamente para a activagdo do locus e regulacao da expressdo sequencial 5° a 3’
dos genes globinicos durante o desenvolvimento (Anexo 2) (Schechter, 2008)(Leach et

al., 2001)(Dean, 2006) (LI, Peterson, Fang, & Stamatoyannopoulos, 2002).

Durante a vida embridnica, fetal e adulta ocorrem mudangas na composicdo da
Hb humana. O tipo de Hb é determinado pela sua composi¢cdo em cadeias globinicas
(Muncie & Campbell, 2009). A Hb A tem duas cadeias o combinadas com duas 8
(02p2), a HbA; tem duas cadeias o ¢ duas & (0262), € a Hb fetal (Hb F) tem duas
cadeias a combinadas com duas y (a2y2). No embrido, existem Hbs constituidas por
duas cadeias { combinadas com duas cadeias y (Hb Portland, {2y2) ou duas cadeias €
(Hb Gower 1, {2¢2), e duas o e duas € formam a Hb Gower 2 (02¢2) (Anexo 3) (Muncie
& Campbell, 2009) (Hartwell et al., 2005)(Giambona et al., 2009). No adultos normais,
Hb A, é o principal tipo de Hb e conta com aproximadamente com 96-98% do total de
Hbs; Hb A, conta com aproximadamente 2-3,5%, e Hb F com menos de 1% (Little &
Roberts, 2009) (Hartwell et al., 2005) (Swee Lay Thein, Menzel, Lathrop, & Garner,
2009) (Clarke & Higgins, 2000) (Giambona et al., 2009) (Schechter, 2008) (Sarnaik,

2005).



1.1.Hb A

As cadeias globinicas a e p s&o compostas por cadeias polipeptidicas de

146 residuos de aminoacidos (Anexo 4) (

Anexo 5), respectivamente, que por sua vez séo constituidas por 8 porc@es helicoidais A-
H. As porcdes interhelicoidais sdo denominadas pelas letras que precedem e sucedem as
hélices (Figura 3) (Bird, 1972) (Marengo-Rowe, 2006) (Clarke & Higgins, 2000). A
estrutura primaria da Hb é composta por dois pares destas cadeias, € 0 seu enrolamento

helicoidal regular compde a estrutura secundaria.
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Figura 3 — Molécula de Hb A. A Hb A é composta por duas cadeias a e duas B, que estdo associadas
em dois dimeros idénticos a;B; ou a,p,. Os contactos de empacotamento (a;f; ou a,p,) envolvem as
hélices B, G, e H, e 0 “corner” GH. Os contactos de deslizamento (a3, ou a,B;), que sofrem as
mudangas principais quando o estado do heme é modificado, envolvem principalmente as hélices C
e G e 0 “corner” FG. (a) Vista frontal mostra o tetrdmero da Hb A e os trés eixos de simetria. A
linha vertical (marcada por uma elipse sélida) marca o eixo de simetria duplo (a baixo deste eixo, é
possivel ver a primeira cavidade central constituida pelas cadeias B). As elipses e as linhas a
tracejado marcam os dois pseudoeixos de simetria, uma vez que a simetria é apenas aproximada.
Os numeros a negrito representam os residuos em contacto directo entre as cadeias a; e p,. O
dimero a8, (verde) nunca se dissocia e interage com o dimero o,p; (tonalidade clara) para alterar a
conformacao de T para R. Alteragdes nesta &rea podem produzir Hbs com alta ou baixa afinidade.
(b) A vista lateral do tetramero mostra o dimero estavel, o qual se move ou dissocia (Provan &
Gribben, 2010) (H Wajcman & Galactéros, 1996).

A estrutura tercidria ¢ composta por segmentos de hélice a interceptados com
regides ndo helicoidais, que formam uma estrutura compacta de grande complexidade.
Os residuos de aminoacidos com caracteristicas polares estdo localizados a superficie da
molécula em contacto com o ambiente aquoso. Por outro lado, no interior da molécula
estdo localizados os residuos de aminoacidos ndo polares (Lorkin, 1973). A estrutura
quaternaria e, consequentemente as propriedades funcionais da Hb, sdo primariamente
determinados pelas caracteristicas de empacotamento das cadeias globinicas e pelos
seus pontos de contacto (Figura 3) (Bird, 1972). As caracteristicas de empacotamento
incluem 7 secgdes de hélices a peptidicas das cadeias o ¢ 8 das B (Figura 3). Estas
hélices por sua vez sdo empacotadas formando um globulo compacto que
heterodimeriza e depois forma a estrutura tetramerica (Schechter, 2008). As porc¢des nao

helicoidais encontram-se nas partes lineares das cadeias. Seis aminoacidos do terminal
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N sdo ndo-helicoidais e incluem os residuos assimétricos de prolina que contribuem

para o empacotamento da cadeia (Heller, 1965).

Cada polipeptideo do tetramero da Hb tem um espaco central largo, uma
cavidade, entre as hélices E e F, onde o grupo prostético esta localizado, e este por sua
vez interage com a molécula globinica estabilizando a sua estrutura (Bird, 1972)
(Heller, 1965). Na cadeia globinica B, as posi¢des dos residuos de aminoacidos, que
estdo em contacto com o grupo heme, sdo 31 (Leu), 38 (Thr), 41 (Phe), 42 (Phe), 44
(Ser), 45 (Phe), 63 (His), 66 (Lys), 67 (\Val), 70 (Ala), 71 (Phe), 88 (Leu), 91 (Leu), 92
(His), 96 (Leu), 98 (Val), 102 (Asn), 103 (Phe), 106 (Leu), 137 (Val), 141 (Leu). Estes
residuos de aminoacidos estdo localizados principalmente no exdo 2 do gene globinico
B (Figura 4). O grupo heme estd proximo da superficie da molécula, com o ido ferro do
heme a formar uma ligacdo com a histidina na posi¢do 87 na cadeia o ou na posi¢ao 92
na cadeia P (histidinas proximais). O local de oxigenagao reversivel ¢ a sexta posi¢ado de
coordenacao do ido ferro que aponta para outro residuo de histidina na posi¢do 63 na
cadeia B ou na posi¢do 58 na cadeia o (histidinas distais). O arranjo arquitectonico dos
dois pares de cadeias polipeptidicas, com um grupo heme introduzido entre duas
porcdes helicoidais de cada cadeia aparentemente realiza uma possivel interaccdo heme-

heme (Schechter, 2008).

O tetramero Hb possui dois tipos de subunidades interfaces, o dimero interface
alfB1 e o dimero interface a1f2. As hélices B, G e H e o “corner” GH estao envolvidas
em contactos nas interfaces alf1 ou a2f2, enquanto os contactos na interface o1p2 (ou
a2f1) envolvem principalmente as hélices C e G ¢ o “corner” FG. A Figura 4 mostra 0s
ex0es do gene P onde estdo localizados os nucledtidos que estdo na origem dos

aminoacidos incluidos nos contactos a1f1 e a2p2. Quando a Hb A varia entre a forma



desoxi (estado tenso — T) e a oxi (estado relaxado — R), os contactos alp2 e a2l
(contactos de deslizamento) sofrem as mudangas principais associadas a ligacdo
cooperativa do oxigénio (Manconi et al., 2010) (H Wajcman & Galactéros, 1996). Na
estrutura T, 126 atomos de 32 residuos estdo envolvidos nos contactos de
empacotamento, e 107 atomos de 27 residuos nos contactos de deslizamento. Na
estrutura R, 35 cadeias laterais participam nos contactos de empacotamento, e 18
participam em contactos de deslizamento (H Wajcman & Galactéros, 1996). No estado
desoxi da Hb, as posi¢oes dos residuos de aminoacidos das cadeias B envolvidos no
contacto alBl sao 30 (Arg), 33 (Val), 34 (Val), 35 (Tyr), 55 (Met), 108 (Asn), 112
(Lys), 115 (Ala), 116 (His), 119 (Gly), 122 (Phe), 123 (Thr), 124 (Pro), 125 (Pro), 127
(GIn), 128 (Ala), 131 (Gln). Pelo contrario, no contacto a.1B2, as posigdes sdo 34 (Val),
25 (Tyr), 36 (Pro), 37 (Trp), 40 (Arg), 41 (Phe), 43 (Glu), 97 (His), 98 (Val), 99 (Asp),
100 (Pro), 101 (Glu), 102 (Asn), 105 (Leu), 145 (Tyr), 146 (His) (Masala & Manca,

1992).

Base Pnirstl} 2'";’0 “ia 75|'° ‘5;)0
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(7] Cortacts
Confocts

Figura 4 — Representacdo do gene globinico p humano. O exdes estdo representados por retangulos
riscados e constituem a porc¢ao codificante do gene. Os segmentos de intervengdo (intrdes) estdo
representados pelas areas a cinzento (Bunn, 1981).

1.2.Funcédo da Hemoglobina

A fungdo principal da hemoglobina é o transporte respiratério de duas vias,
transportando o O, dos pulmdes para os tecidos e facilitando o transporte inverso de
diéxido de carbono (CO,) (Hartwell et al., 2005) (Patrinos et al., 2005). Durante as
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mudancas de oxigenacao e desoxigenacgdo, a estrutura quaternéria muda de forma. Este
movimento € a rotacdo dos residuos das cadeias p na proximidade do heme, reflecte na
oxigenagdo a proximidade de 7A do atomo de ferro em relacio aos residuos (Bird,
1972). As “desoxi” e “oxi” Hb e exibem baixa e alta afinidade para o0 O,
respectivamente (Anexo 6). (Yonetani, Park, Tsuneshige, Imai, & Kanaori, 2002)
(Provan & Gribben, 2010) A transicdo entre estas duas conformacbes envolve a
mudanca de energia livre, refletindo-se como cooperatividade entre as subunidades. A
cooperatividade é o fendmeno no qual a molécula de Hb modula a sua afinidade para o
O, quando estd parcialmente saturada (H Wajcman & Galactéros, 1996) (Provan &
Gribben, 2010). A interaccdo cooperativa entre os locais de ligacdo do oxigénio é
revelada por uma curva de equilibrio de O, com forma sigmoide (Figura 5) (Marengo-
Rowe, 2006). Esta curva também reflete a transicdo do estado desoxi para o oxi (Provan

& Gribben, 2010).

100 p=

80 fpH
70 b= }DPG
} Temp
60 =
50 = (Bohr effect: 1 €0y, pH, temp)

40 |-

30 p=

Oxyhemoglobin (% Saturation)

20 =

b7 el I N N | N | N T T M NN
10 20 30 40 50 B0 TO 80 a0 100
pO2 (mm HG)

Figura 5 — Curva de dissociacdo hemoglobina-oxigénio. Quando o Psy esta abaixo do normal (a
curva é desviada para a esquerda), a afinidade da Hb para o O, aumenta. Um aumento do Ps
(deslocamento da curva para a direita) diminui a afinidade da Hb para o O, e melhora a libertacao
eficaz de oxigénio (Martin H. Steinberg, Forget, Higgs, & Weatherall, 2009).
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Na primeira parte da curva, a afinidade para o O, € baixa, e neste caso a Hb esta
totalmente desoxigenada. Quando a inclinacdo da curva é acentuada, as moléculas O,
ligam-se a Hb, e a afinidade para 0 O, aumenta. A forma sigmoéide da curva de
dissociagdo de O, reflecte ainda a capacidade da Hb de libertar O, (Figura 5) (Provan &
Gribben, 2010). A ligacdo reversivel de gases nas cadeias globinicas permitem a Hb o
transporte de O,, mondxido de carbono (CO) e monodxido de azoto (NO) (Schechter,
2008). A afinidade da Hb para 0 O, € medida pelo ponto de saturagdo de 50% (pso),
tensdo do O, para a qual a Hb estd metade saturada. Quanto maior € a afinidade para o
O, mais baixo é o valor de pso. A afinidade ao O, por ser modificada de varias maneiras
(Figura 5): diminui com o aumento de CO, (Efeito de Bohr, pH), diminui com o
aumento dos niveis de 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG), aumenta com o decréscimo da

temperatura (Provan & Gribben, 2010) (Marengo-Rowe, 2006).

O efeito de Bohr resulta da ligacdo dos protdes a varios residuos na desoxi e oxXi
Hb, e é teoricamente medido pelo nimero de protdes libertados na transicao do estado
desoxi-oxi, e na pratica pelo declive da curva representativa do logpso em funcédo de pH.
A ligacdo dos protdes desviam-se do equilibrio R-T para o estado T. A desoxi Hb é
estabilizada, levando a uma grande tendéncia para o O, ser libertado nos tecidos. Por
outro lado, o 2,3-DPG esta presente nos glébulos vermelhos numa concentracdo
aproximada de 2 mM. A estrutura Hb desoxi na presenca de 2,3-DPG revela que uma
molécula de 2,3-DPG liga na cavidade da Hb. Assim o 2,3-DPG liga preferencialmente

a Hb desoxi estabilizando-a, reduzindo efectivamente a sua afinidade para o O,.

Concluindo, a Hb tem uma elevada afinidade para 0 O, e uma baixa afinidade
para o CO,, fosfatos organicos, e ides de hidrogénio e cloreto, na circulagdo arterial, e

afinidades relativas invertidas na circulacdo venosa. Este fendmeno acontece devido ao
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facto do O, se ligar reversivelmente ao ido ferro no estado ferroso em cada grupo heme.

(Marengo-Rowe, 2006)
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2. Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias s&o desordens na Hb e sdo as doengas hereditarias
autossdémicas recessivas mais comuns, com uma alta frequéncia de portadores (7% da
populagdo mundial) (Anexo 7) (Patrinos et al., 2005) (Aguilar-martinez et al., 2010)
(Kohne & Kileihauer, 2010) (Old, 2003) (Gihan Adly, 2008) (Saechan, Nopparatana,
Nopparatana, & Fucharoen, 2010) (Jeremiah, 2006) (George Priya Doss & Rao, 2009)
(B Modell et al., 2007) (Henri Wajcman & Francina, 2009) (George Priya Doss & Rao,
2009). As desordens da Hb incluem as talassémias (desequilibrio da sintese de cadeias
globinicas normais), variantes de Hb (alteragdes na estrutura da Hb) e em alguns casos,
ambos os fenotipos (Hartwell et al., 2005) (D J Weatherall & Clegg, 2001) (Old, 2003)
(Wiwanitkit, 2008) (Patrinos et al., 2005) (Saechan et al., 2010) (Sarnaik, 2005)
(Bernadette Modell & Darlison, 2008) (Boncimino, Bertaina, & Locatelli, 2010)
(Calvo-Villas et al., 2006) (Clarke & Higgins, 2000) (Colah et al., 2007) (George Priya
Doss & Rao, 2009). Uma vasta heterogeneidade de fenotipos clinicos e hematoldgicos
caracterizam estas desordens, e o0 seu rastreio também é diferente (Anexo 8). As cadeias
globinicas mais afectadas sdo as a e as  (Patrinos et al., 2005) (Aguilar-martinez et al.,
2010) (Kohne & Kleihauer, 2010) (Old, 2003) (Gihan Adly, 2008) (Saechan et al.,

2010) (Jeremiah, 2006) (George Priya Doss & Rao, 2009) (B Modell et al., 2007).

Cada pais tem o seu préprio espectro mutacional de variantes de Hb e
talassémias. As desordens hereditarias da Hb (desordens de células falciformes e
talassémias) foram originalmente caracteristicas e frequentes nos tropicos e subtrdpicos,
tal como a bacia do Mediterraneo, Africa, e Médio Oriente, devido & malaria endémica
(Patrinos et al., 2005) (Old, 2003) (Gihan Adly, 2008) (Saechan et al., 2010) (Jeremiah,

2006)(Aguilar-martinez et al., 2010) (George Priya Doss & Rao, 2009)(Kohne &
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Kleihauer, 2010) (B Modell et al., 2007) (Hartwell et al., 2005). No inicio do século
passado, as anomalias da Hb eram limitadas as regides onde a malaria era endémica ou
as populagdes, que tinham origem nesses paises. Hoje em dia, a incidéncia das
hemoglobinopatias nos paises industrializados mudou devido aos fluxos
imigratorios(Henri Wajcman & Francina, 2009) (Sarnaik, 2005) (Aguilar-martinez et
al., 2010)(George Priya Doss & Rao, 2009) (Kohne & Kleihauer, 2010). Algumas
desordens de Hb (Hb S, C, E, D Punjab, B talassémia) aparecem com altas frequéncias
génicas nas regibes endémicas da malaria. Esta situacdo ocorre porque as
hemoglobinopatias referidas conferem uma certa proteccdo contra a malaria (Bernadette

Modell & Darlison, 2008).

Um individuo com uma desordem de Hb no estado homozigédtico apresenta
alelos idénticos de um gene em ambos os cromossomas homologos. Em contraste, dois
alelos diferentes de um gene estdo em ambos 0s cromossomas homadlogos, no estado
heterozigotico (Henri Wajcman & Francina, 2009) (Sarnaik, 2005) (Aguilar-martinez et
al., 2010)(George Priya Doss & Rao, 2009) (Kohne & Kleihauer, 2010). Os portadores
de variantes estruturais tém 30-50% de variante Hb nos seus glébulos vermelhos. Os
portadores de talassémia tém os glébulos vermelhos mais pequenos e as vezes anemia
de severidade média, e os portadores de f-talassémia tém também mais de 3.5% de Hb

A, (Bernadette Modell & Darlison, 2008) (Jeremiah, 2006).

2.1.Variantes de Hemoglobina

Pelo menos 5.2% da populacdo mundial é portadora de uma variante
significativa (Bernadette Modell & Darlison, 2008) (Jeremiah, 2006) (D J Weatherall &

Clegg, 2001) (Sarnaik, 2005). As variantes de Hb estruturais séo caracterizadas por uma
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mutacdo no gene de uma cadeia globinica, i.e., a troca de diferentes aminoacidos numa
determinada posicdo de uma cadeia. As variantes de Hb podem resultar de varios
mecanismos: substituicdo de uma base nucleotidica levando a troca de um aminoéacido
ou a cadeias de terminacdo; delecbes ou adi¢bes de nucleétidos levando variantes
“frameshift”; e a cruzamento ndo homoélogo, levando a produgdo de cadeias globinicas
de fuséo (Forget et al 1979). Estas mutacBes podem ser indcuas, em muitos casos, mas
podem alterar a estabilidade ou propriedades funcionais da Hb levando a uma desordem
clinica. Aproximadamente 1000 diferentes alelos mutantes tém sido caracterizados ao
nivel molecular, como documentado na base de dados de variantes de Hb, HbVar (Old,
2003)(Hartwell et al., 2005)(D J Weatherall & Clegg, 2001)(C. Bento et al.,
2006)(Patrinos et al., 2005) (Christopoulou, Tserga, Patrinos, & Papadakis,
2004)(Hardison et al., 2002). No entanto, apenas 3 variantes tém altas frequéncias, Hb
S, Hb C, e Hb E. (Moradkhani et al., 2009) (Hartwell et al., 2005) (D J Weatherall &

Clegg, 2001)(Clarke & Higgins, 2000) (D J Weatherall & Clegg, 2001)

A maioria das variantes de Hb resultam de mutacdes pontuais nas cadeias
globinicas o e B, alterando as suas estruturas primérias, e levando a substituicdo de um
aminoacido por outro (Bry, Chen, & Sacks, 2001) (Clarke & Higgins, 2000)(Old,
2003)(Hartwell et al., 2005) (D J Weatherall & Clegg, 2001) (Patrinos et al., 2005)
(Christopoulou et al., 2004)(Hardison et al., 2002). Os efeitos funcionais destas
mutagdes pontuais dependem do local onde a mutagdo “missence” ocorre. Estas
anomalias variam de uma simples mudanca de carga eléctrica da molécula a severas
distor¢des moleculares. A mudanga pode ser benigna (padres hematoldgico e clinico
normais) ou pode levar a severos efeitos patoldgicos (e.g. anemia severa) (Moradkhani

et al., 2009)(Deutsch et al., 1999).
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As variantes de Hb podem ser de varios tipos, podem causar anemia hemolitica
(e.g. Hb S), instabilidade (e.g., Hb Kéln), metamoglobinemia (e.g., Hbs M), cianose
(e.g., Hb Kansas) ou policitemia devido ao aumento da afinidade ao oxigénio (e.g., Hb
Malmo), tendéncia para agregar (e.g., Hb S, Hb C), baixa afinidade ao oxigénio, baixa
capacidade de transportar oxigénio (Hb M), ou serem silenciosas (Hb Irag-Halabja).
Existem ainda algumas variantes que também levam a fenétipos talassémicos (e.g. Hb
E), e ainda associadas a talassemias (combinacdo da Hb E com talassémia )

(Moradkhani et al., 2009)(Deutsch et al., 1999).

A nomenclatura de hemoglobinopatia consiste numa variedade de letras,
consoante o tipo de variante (e.g., Hb S. Hb C, a Hb D), nomes do local onde foram
descobertas primeiro ou residéncia do propésito (e.g., Hb Edmonton), e nomes de
familia de casos index (e.g., Hb Lepore). A nomenclatura sistematica logica e
informativa identifica a cadeia, a localizacdo, e a substituicdo de aminoacido na cadeia

globinica envolvida (Clarke & Higgins, 2000) (R. G. H. Cotton, 1996).

2.1.1. Hemoglobina instavel

A estabilidade do tetramero esta dependente das posi¢cdes moleculares internas
dos aminoacidos ndo-polares ¢ da estabilidade dos contactos alf1, que em condigdes
normais mantém as quatro cadeias juntas. Quando uma ou mais propriedades destas
estdo disruptas, formam-se Hbs instaveis (Marengo-Rowe, 2006) (Sarnaik, 2005)
(Provan & Gribben, 2010) (Martin H. Steinberg et al., 2009). Algumas Hbs instaveis
podem ser o resultado da disrup¢do da estrutura secundaria da molécula pelo lado da
cadeia que ndo é hélice o (comummente como um resultado da substituicdo de prolina),

e destabilizacdo do heme da cadeia globinica. Outro grupo de Hbs instaveis envolve
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substituicdes internas que interferem com a estabilizacdo de interac¢des hidrofdbicas.
Ainda existem outros dois grupos que resultam de anomalias estruturais de grande
dimensdo nas subunidades globinicas, tais como delec¢des nas regibes nos ou proximas
dos “corners” interhelicoidais, ou a cadeias globinicas elongadas, ou de fusdo,
interferéncia com a estrutura terciaria da subunidade e alteracdo de interac¢bes que
interferem com a estrutura quaternédria. O mecanismo de destruicdo dos globulos
vermelhos envolve o deslocamento do heme, que destabiliza o tetramero de Hb, a sua
composicdo em subunidades globinicas e leva a formacdo de hemicromo. As
subunidades globinicas agregam e precipitam, provocando a deformabilidade reduzida e
remoc¢do ou aprisionamento dos glébulos vermelhos que contém corpos Heinz (Provan

& Gribben, 2010) (Martin H. Steinberg et al., 2009).

Alguns exemplos de Hbs instaveis sdo Hb Koln [B98 (Val->Met)],
Hammersmith [42 (Phe—Ser)], Bristol [f67 (Val—Asp)], Gun Hill [f91—95 del] e
Montreal [B73—75 del, ins], Hb Leiden, Hb Saint Louis (Marengo-Rowe, 2006)

(Sarnaik, 2005).

2.1.2. Hemoglobinas com afinidade para o oxigenio alterada

Uma Hb anormal pode ter uma curva de dissociacdo de oxigénio anormal por
causa de uma anomalia intrinseca de dissocia¢do Hb-O,, uma interaccao alterada da Hb
com 2,3-DPG, um efeito de Bohr alterado, ou a combinacgédo de qualquer uma das causas
mencionadas. A curva de dissociacdo do O, desloca-se para a direita, com a diminuicao
da afinidade da Hb para o O,, ou para a esquerda com o aumento da afinidade da Hb
para o O, (Marengo-Rowe, 2006). Muitas destas Hbs resultam de substituicdes de

aminoacidos que afectam o equilibrio entre os estados R e T, de substituicdes na
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interface a1B2, no terminal C da cadeia f e nos locais de ligacdo do 2,3-DPG (Provan &

Gribben, 2010).

2.1.2.1. Hemoglobinas com alta afinidade para o oxigénio

As Hbs com alta afinidade para o O, ligam o O, mais avidamente que o normal e
entregam-no nos tecidos de forma ineficaz, resultando numa oxigenacéo ineficiente dos
tecidos. A baixa concentracdo de O, nos tecidos leva a uma anoxia relativa e aumento
da producdo de eritropoietina, que por sua vez estimula a producdo de globulos
vermelhos causando policitemia. Tais Hbs tém substituicdbes de aminoacidos
envolvendo a interface dos contactos a1p2 (contacto de deslizamento) do tetramero que
conectam os dimeros alfl e 022, resultando num aperto do Oy; ou tém substituicoes
envolvendo residuos do terminal C da cadeia B, locais de ligagdo do 2,3-DPG na
cavidade central (Hb Dominion - 143 Val—Met), interface alp1 [favorece a mudanca
estrutural para o estado R, Hb San Diego (B109 His—Tyr)], a2B2, mutagdes na
cavidade do heme, constrangimento na mudanca da conformacdo quaternaria através da
polimerizacdo (Hb Porto Alegro (B9 Ser—Cys) ou heterogeneidade de mutacdes. Todas
estas substituicdes favorecem a conformacéo oxigenada e por isso causam um desvio na
curva de dissociacdo para a esquerda (Provan & Gribben, 2010)(Martin H. Steinberg et

al., 2009).

2.1.2.2. Hemoglobinas com baixa afinidade para o oxigénio

As Hbs com baixa afinidade para o O, resultam da substituicdo de aminoacidos
proximos da interface alBl ou entre a cadeia globinica ¢ o heme (Marengo-Rowe,
2006) (Sarnaik, 2005) (Abdulmalik et al., 2004). AlteracGes nas regibes moleculares

directamente envolvidas na transicdo R-T resultam numa estabilizacdo do estado T ou
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destabilizacdo do estado R. As Hbs com baixa afinidade par o O, entregam mais
eficientemente O, nos tecidos por grama de Hb, e isto reflete-se no desvio da curva de
dissociacdo do Hb-O, para a direita relativamente ao normal, e no aumento no p50

(Martin H. Steinberg et al., 2009).

2.1.3. Hemoglobina S

A HD S [B6 (A3) GAG>GTG ¢.20A>T p.Glu7Val] resulta da substituicdo de um
residuo de acido glutamico por um de valina na posi¢do 6 da cadeia globinica f
(Marengo-Rowe, 2006) (Breda, Gambari, & Rivella, 2009) (Gimenez et al., 2009). Esta
substituicdo leva a producdo de uma Hb electroforeticamente distinta, como descrito por
Linus Pauling em 1949. O residuo de valina tem uma carga negativa menor do que o
acido glutamico, e desta forma a Hb S move-se mais lentamente do que a Hb A numa

electroforese.

A Hb S polimeriza na conformacao desoxigenada em fibras longas compostas
por filamentos de tetrdmeros Hb S. A Hb S na forma desoxi Hb S favorece as
interaccdes hidrofdbicas entre cada cadeia e as suas adjacentes, ocorrendo desta forma
polimeros insoluveis. Existem ainda outros residuos na cadeia f que participam neste
processo. A interac¢do da valina na posicdo 6 com a fenilalanina na posicdo 85, e a
leucina na posicdo 88 na sua cadeia par é esterioquimicamente indisponivel na oxi Hb.
As fibras das Hb S desoxi polimerizadas sdo responsaveis pela desidratacdo, rigidez, e
lise dos glébulos vermelhos (Anexo 9) (Marengo-Rowe, 2006) (Jorge et al., 2012)

(Geva et al., 2004).
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As doencas falciformes sdo encontradas com elevada frequéncia nas populacdes
afro-caribeniana e esporadicamente em toda a regido do Mediterraneo, da india e do

Médio Oriente (Jeremiah, 2006).

Existem varias formas de desordens de falcizacdo: SS - homozigoticos para a Hb
S (Sem alelos B normais, sem Hb A), também designada anemia de celulas falciformes
ou doenca falciforme; SC — dupla heterozigotia para duas cadeias f mutantes, Hb S e
Hb C (Sem alelos  normais, sem Hb A); S-talassémia B - dupla heterozigotia para Hb S
e talassémia PB; SO Arab e SD — Dupla heterozigotia para Hb S e Hb O ou D,
respectivamente; Persisténcia hereditaria de Hb F com Hb S, em que existe uma falha
na mudanga da sintese de cadeias y para B correlacionada com Hb S (Sarnaik, 2005)

(Marengo-Rowe, 2006) (Jeremiah, 2006) (Giménez et al., 2009) (Lionnet et al., 2011).

A doenca das células falciformes é extramente variavel na sua severidade, que
por sua vez pode ser afectada por vérios factores, incluindo a presenca de marcadores
genéticos tais como os hapldtipos do gene B, a co-ineréncia com a talassémia o
(benéfica) e a quantidade e distribuicdo da Hb F (niveis elevados sdo benéficos)
(Sarnaik, 2005) (Akinsheye et al., 2011). A Hb S tem mostrado ser relativamente
inadequada no desenvolvimento do Plasmodium falciparum. Deste modo, na area
geografica onde a malaria é endémica, o gene falciforme tem uma vantagem selectiva.
Estudos revelaram que em heterozigoticos AS com P. falciparum malaria, as células
parasitadas eram mais propensas a falcizacdo que as ndo parasitadas. Isto sugeriu que as
células parasitadas, apenas falciformes, sdo mais facilmente removidas da circulacdo e
que este € o mecanismo principal que confere a vantagem selectiva nos heterozigoticos

AS (Bird, 1972).
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Existem ainda outras Hbs que induzem falcizacdo. Hb C-Harlem e a Hb
Memphis produzem células falciformes pelo mesmo mecanismo da Hb S. A Hb C-
Geoorgetown, I, e Porto Alegre sdo outros exemplos de Hbs que induzem falcizagéo

(Bird, 1972).

2.1.4. Variantes talassémicas

As hemoglobinopatias talassémicas sd&o um grupo de desordens genéticas
caracterizadas pelas alteracbes da estrutura e da producdo das cadeias globinicas da
molécula de Hb, e ocorrem com raramente (Muncie & Campbell, 2009) (Podda et al.,
1991). Estas Hbs mutantes podem resultar de um cruzamento desigual de genes (e.g. Hb
Lepore), cadeias globinicas hiperinstaveis, defeitos na regido codificante que criam
locais “splice” alternativos para o “splicing” do mRNA com substituigdes de
aminoacidos associadas (e.g., Hb E), mutagdes na regido codificante silenciosa que
criam locais “splice” alternativos, e substituigdes de aminoacidos associadas com uma
mutacdo talassémica adicional no mesmo cromossoma (M H Steinberg & Adams,

1983).

Algumas variantes de Hb hiperinstaveis manifestam-se com um quadro clinico
semelhante a talassémia no estado heterozig6tico. Em alguns casos, a variante de Hb
precipita e sofre esgotamento rapido mesmo antes da cadeia anormal ser montada e
estar associada com as outras cadeias para formar a molécula de Hb (Podda et al.,
1991). As substituicBes nucleotidicas silenciosas podem produzir talassémia ou ser
totalmente inocuas, dependendo do local e tipo de mutagdo. As substituicdes de
aminoéacidos na regido codificante pode causar talassémia, uma qualquer variante de Hb

patologica, ou variantes de Hb inteiramente inofensivas. Tudo depende do local no gene
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onde ocorre a mudanga nucleotidica e da nova sequéncia produzida (M H Steinberg &

Adams, 1983).

2.1.5. Hemoglobina M

As Hbs M resultam de mutacgdes que estabilizam o ido ferro do heme no estado
férrico (Fe**) (Provan & Gribben, 2010). Nas Hbs M ocorrem substituicdes de
aminoéacidos localizadas estrategicamente, com caracteristicas moleculares particulares,
responsaveis por distarbios na funcdo normal do heme (Heller, 1965). Nestas
hemoglobinas, todas as substituicdes de aminoacidos envolvem ou as préprias histidinas
ou 0s aminoacidos que formam a cavidade do heme (Marengo-Rowe, 2006) (Sarnaik,
2005) (Beauvais, 2000). Para a Hb se combinar com o O,, 0s seus atomos de ferro
devem estar no estado ferroso. Se ocorrer oxidacao da molécula de Hb, o ferro ferroso é
convertido a ferro férrico, a metemoglobina é formada, e ocorre a perda de capacidade
de transportar O,. O sistema enzimatico que reduz a metemoglobina normal funciona
normalmente em eritrocitos de individuos com Hb M, mas € incapaz de reduzir a
metemoglobina M, que por isso é mantida no estado oxidado. O resultado € um estado
cianotico cronico. O ferro é auto-atacado num dos lados da cavidade (hélices E ou F)
pelo residuo de histidina — proximal (F8) ou distal (E7). Todos os dias, cerca de 1% do
total da concentracdo de Hb circulante é convertida em metemoglobina (Marengo-
Rowe, 2006)(Kutlar et al., 2009) (Sarnaik, 2005) (Beauvais, 2000).

A presenca de metemoglobinas anormais é confirmada por espectrofotometria.
A metemoglobina normal revela um pico de absorcdo maximo aos 630 nm. Pelo
contréario, a metemoglobina anormal revela um movimento caracteristico de picos de

absorcdo entre os 600 e os 635 nm. A Hb normal revela um pico de absorvancia
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méaximo aos 542 nm, no qual é possivel verificar a quantidade de Hb (Sarnaik, 2005)
(Beauvais, 2000).
A Hb Mggston (QZSSTyrBZA), Hb Msaskatoon (azABZBCSTyr)’ Hb Mmilwaukee 1 (aZAB267GIU) e

Hb Miwae (02> V"B,™) sdo exemplos de Hb M (Heller, 1965).

2.2. Talassémias

As talassémias sdo um grupo de desordens hematoldgicas autossémicas
recessivas hereditarias e sdo considerados doencas quantitativas da Hb (Sarnaik, 2005)
(Fang & Xu, 2010) (Clarke & Higgins, 2000). Estas envolvem mutacdes no
agrupamento geénico globinico que causam o desequilibrio das cadeias globinicas
devido a sintese reduzida ou auséncia de cadeias normais, e sdo classificadas de acordo
com a cadeia globinica afectada. Podem ser encontradas talassémias a, 3, 3f3, e €5f3, mas
as mais comuns e relevantes clinicamente sdo as a ¢ B (D J Weatherall & Clegg, 2001)
(Hartwell et al., 2005) (Patrinos et al., 2005) (Schechter, 2008) (Galanello & Origa,
2010) (Sarnaik, 2005) (Gihan Adly, 2008) (Breda et al., 2009). O desequilibrio das
cadeias globinicas causa hemolise e eritropoiese anormal, e leva a formacdo de um
quadro clinico de anemia hemolitica (Sarnaik, 2005)(Fang & Xu, 2010) (Clarke &
Higgins, 2000) (D J Weatherall & Clegg, 2001) (Hartwell et al., 2005) (Patrinos et al.,
2005) (Galanello & Origa, 2010) (Gihan Adly, 2008) (Breda et al., 2009). Mais de 100
mutacdes diferentes tém sido descritas, e incluem mutacdes deleccionais ou nao-
deleccionais. As talassémias o geralmente resultam de delecgdes e as B de mutacdes
pontuais (Sarnaik, 2005). Apenas cerca de 1.7% da populacdo mundial tém o trago de

talassémia o ou .
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A producdo reduzida ou auséncia de cadeias globinicas pode ser causada por
mutacdes nos elementos de DNA reguladores, que afectam a eficiéncia da transcrigéo,
assim como, mutagdes na sequéncia codificante que afectam as modificacbes pos-
transcripcionais ou eficiéncia da traducéo. Estas Gltimas sdo manifestadas clinicamente
como sindromes talassémicos, que surgem da combinacdo de producgdo inadequada de
Hbs e de acumulacdo desequilibrada de um tipo de cadeias (D J Weatherall & Clegg,
2001) (Hartwell et al., 2005) (Patrinos et al., 2005) (Schechter, 2008) (Galanello &

Origa, 2010) (Sarnaik, 2005) (Gihan Adly, 2008) (Breda et al., 2009).

A talassémia o ocorre mais com mais frequéncia em individuos descendentes de
Africa ou Sudeste da Asia, ¢ a talassémia B ¢ mais comum em individuos do
Mediterraneo, Africa e Sudeste Asiatico (Anexo 10) (Sarnaik, 2005) (Cohen, Galanello,
Pennell, Cunningham, & Vichinsky, 2004). O fenoétipo, para pacientes com mutacfes
similares, podem variar de assintomaticos a dependentes de transfusdo (Cohen et al.,

2004) (Hartwell et al., 2005) (Giambona et al., 2009).

2.2.1. Talassémia beta

As talassémias [ caracterizam-Se pela sintese reduzida ou auséncia de cadeias
globinicas P, resultando em Hb reduzida nos glébulos vermelhos, diminuicdo da
producdo de globulos vermelhos e anemia (Galanello & Origa, 2010) (Muncie &
Campbell, 2009) (Cao, Moi, & Galanello, 2011)(D. J. Weatherall, 1998). Estdo
reportadas cerca de 200 talassémias B na HbVar database (http://globin.cse.psu.edu)
(Muncie & Campbell, 2009)(Khelil et al., 2010) (D J Weatherall & Clegg, 2001). A
frequéncia elevada de talassémia p em determinadas regifes esta relacionada com a

malaria (P. falciparum). Na populagdo portuguesa as mutagdes mais comuns sdo: codao
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39 (C—T), IVS-I-1 (G—A), IVS-I-6 (T—C) e IVS-1-110 (G—A) (Anexo 10)(Faustino,
Pacheco, Loureiro, Nogueira, & Lavinha, 1999)(Faustino et al., 1992)(Cabeda et al.,

1999).

Existem trés formas principais de talassémia [: talassémia major, talassémia
intermédia e talassémia minor. Individuos com talassémia major sdo homozigoticos ou
compostos heterozigéticos para genes B° ou B, individuos com talassémia intermédia
sdo principalmente homozigdticos ou compostos heterozigdticos, e individuos com
talassémia minor sdo heterozigoticos, e geralmente resultam em estados clinicos
silenciosos. A talassémia B pode estar associada com variantes de Hb (e.g. Hb C, Hb E,
Hb S), e persisténcia hereditaria da Hb F. Pode-se também encontrar talassémias § na
forma dominante autossomal, associada com muta¢des que resultam em variantes [
altamente instaveis, ou pode ainda estar associada a outro tipo de sindromes (Galanello
& Origa, 2010) (Muncie & Campbell, 2009) (Sarnaik, 2005) (Clarke & Higgins, 2000)

(Patrinos et al., 2005).

A maioria das talassémias B sdo causadas por mutagdes pontuais, substituicdao de
uma Unica base ou deleccdo de coddes intactos (destabilizacdo), no gene ou nas suas
sequéncias de flanking imediatas, e sdo classificadas de acordo com o mecanismo pelo
qual afectam a regulacdo do gene: transcri¢do, processamento de RNA e traducdo de
RNA (Das & Talukder, 2002). Sio classificadas também como p°e p* de acordo com a
quantidade de cadeias globinicas sintetizadas (Breda et al., 2009) (Clarke & Higgins,

2000) (Giambona et al., 2009)(Das & Talukder, 2002).

A heterogeneidade clinica esta dependente também dos niveis de Hb F, pois a
maior produgao de cadeias y melhoram o quadro clinico, (Breda et al., 2009) (Clarke &

Higgins, 2000) (Giambona et al., 2009)(Das & Talukder, 2002) (Galanello & Cao, n.d.),
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e da presenca de cadeias a livres (Anexo 11) (Galanello & Origa, 2010) (Patrinos et al.,

2005) (Cao et al., 2011).

Os individuos com talassémia 3 apresentam anemia microcitica, niveis de Hb,
VGM, HGM reduzidos, e (Galanello & Origa, 2010) (Colah et al., 2007) geralmente
apresentam niveis de Hb F e Hb A; elevados. Todos estes parametros variam consoante
a severidade da talassémia (Colah et al., 2007) (Muncie & Campbell, 2009) (Patrinos et

al., 2005) (Giambona et al., 2009).
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OBJECTIVOS



O principal objectivo deste trabalho foi a identificacdo e caracterizacdo
molecular e funcional de variantes na cadeia B da Hb ndo descritas na literatura,
encontradas no Laboratério de Anemias Congénitas e Hematologia Molecular do
Servico de Hematologia do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra, de modo
compreender a correlacdo entre o gendtipo e o fen6tipo. Com este trabalho pretendeu-se
ainda, embora de forma secundaria, a identificacdo e caracterizacdo molecular de
variantes na cadeia B de Hbs descritas na literatura; e a implementagéo, no laboratorio
de Hematologia, da metodologia de PCR em tempo real de modo a confirmar o aumento
do racio do mRNA o/f em pacientes com talassémia f3, e consequentemente compara-lo
com o racio do mRNA o/f de pacientes com variantes f de Hb. Numa segunda
instdncia, utilizar esta técnica no rastreio de casos anormais de microcitose e

hipocromia, principais caracteristicas de pacientes com talassemias.
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METODQOS e MATERIAIS
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As amostras utilizadas neste estudo eram de individuos provenientes das
consultas externas de Patologia do Globulo Vermelho do Centro Hospitalar e
Universitario de Coimbra (Portugal), de outros Hospitais nacionais.

Estas amostras foram estudadas no Laboratério de Anemias Congénitas e
Hematologia Molecular do Servico de Hematologia do Centro Hospitalar e
Universitario de Coimbra, onde foram realizados estudos bioquimicos e moleculares.
Os estudos bioquimicos consistiram na obtencdo dos parametros hematologicos
(Hemograma), e no estudo da Hbs por cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC)
de troca catidnica, por focagem isoeléctrica (IEF) e teste de solubilidade para a pesquisa
de Hb S. Os estudos moleculares consistiram na extracgdo de DNA a partir de sangue
periférico em Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA), Reacgdo de Polimerizagéo
em Cadeia (PCR) do gene globinico B, PCR do DNA complementar (cDNA) do gene
globinico B, MLPA para o gene B globinico, electroforese em gel de agarose,
sequenciacdo dos produtos de PCR, extraccdo de RNA a partir de sangue periférico,
transcri¢do reversa do RNA, e obten¢do do racio mRNA o/f através de PCR em tempo
real.

Alguns estudos foram realizados na Unidade Microcitémica e Outras Patologias
Hematoldgicas do Hospital Microcitémico, ASL Cagliari (Itdlia) e consistiram em
HPLC das cadeias globinicas e electroforese em acetato de celulose para as Hbs. Foram
ainda realizados AUT-PAGE para as cadeias globinicas, SDS-PAGE, cromatografia de
exclusdo molecular, IEF, testes de estabilidade, e estudos funcionais (curvas de
dissociagdo do O,) no Departamento de Ciéncias da Vida e do Ambiente da
Universidade de Cagliari (Italia).

Os dados das etapas de colheita de sangue, obtencdo de parametros

hematoldgicos, HPLC, e MLPA para o gene globinico B (para a identificacdo molecular
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da Hb Lepore) foram fornecidos. Todas as amostras foram estudadas com sigilo

profissional.

1. Colheita de sangue

As amostras de sangue foram colectadas em tubos proprios de EDTA para 0s
estudos realizados no Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra e no Hospital
Microcitémico, ASL Cagliari, e em tubos proprios de heparina para 0s estudos
realizados no Departamento de Ciéncias da Vida e do Ambiente da Universidade de
Cagliari.

2. Lavagem dos globulos vermelhos e hemdlise

Para a realizacdo da lavagem dos globulos vermelhos foi necessario que o
sangue fosse recolhido em tubos contendo heparina, de tal modo a impedir a coagulagéo
do sangue. Este foi sujeito a varias lavagens numa solucédo isotonica de NaCl a 0.9%,
mediante centrifugacdo 10 min a 3000 rpm com uma centrifuga refrigerada Beckman
J2-21. As centrifugacBes permitiram o aceleramento do processo de sedimentacdo e
separacdo do plasma a partir dos eritrécitos. Depois de cada lavagem removeu-se 0
sobrenadante (plasma), até que este parecesse limpido, livre de todos os vestigios de
plasma. Os globulos vermelhos hemolisados foram obtidos a frio com H,0, e
centrifugacdo durante 20 min a 16 000 rpm. Posteriormente recolhe-se o sobrenadante

contendo a hemoglobina (hemolisado).

3. Determinacéo da concentracéo de Hb

A determinacdo da concentracdo de Hb, a partir de hemolisados ou de

hemolisados desprovidos de fosfatos, foi efectuada num espectrofotometro VARIAN
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CARY 50. Primeiramente efectuou-se um branco, depois leu-se a absorvancia a 542
nm. A concentracdo foi efectuada pela resolucdo da equacdo de Beer-Lambert (A=Alc,
em que A ¢ a absorvancia, A é o coeficiente de absor¢ao da substincia, |1 ¢ a largura da

cuvete, e c é a concentracdo da amostra). A concentracdo foi expressa em mg/mL.

4, Obtencéo de parametros hematoldgicos

Os parametros hematoldgicos foram determinados no CELL-DYN Sapphire
analyser (Abbott Diagnostics, Illinois, USA). Os pardmetros de referéncia encontram-se
nas Tabelale

Tabela 2.

Tabela 1 - Valores hematoldgicos normais de mulheres (>12 anos)

Eritrécitos (10™/L) 38-48
Hemoglobina (HGB) [g/dL] 12-16
Hematécrito (HTC) [%] 36 - 46
Volume Globular médio (VGM) [fL] 80 - 100
Hemoglobina Globular Média (HGM) [pg] 27 -32
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHGM) [g/dL] | 32-35
Reticuldcitos 1-2

Tabela 2 — Valores hematol6gicos normais de homens (>12 anos)

Eritrécitos (10™/L) 45-55
Hemoglobina (HGB) [g/dL] 13-175
Hematécrito (HTC) [%] 40-50
Volume Globular médio (VGM) [fL] 80 - 100
Hemoglobina Globular Média (HGM) [pg] 27 -32
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHGM) [g/dL] | 32-35
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Reticulécitos 1-2

S. HPLC

Foi realizado HPLC de troca cationica para a analise de variantes de Hb,
quantificacdo de Hb A; e Hb F através de num HPLC-VARIANT II™, com o p-
Thalassemia Short Program (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) (Tabela 3). Os

valores de referéncia na Tabela 4.

Tabela 3 — Janelas designadas para Bio-Rad Variant 11 HPLC system.

Nome do pico Tempo de retenc¢do, minutos (min)
Janela P1 0.63-0.85
Janela F 0.98-1.20
Janela P2 1.24-1.40
Janela P3 1.40-1.90
Janela A 1.90-3.10
Janela A, 3.30-3.90
Janela D 3.90-4.30
Janela S 4.30-4.70
Janela C 4.90-5.30

Tabela 4 — Valores normais de Hbs no HPLC.

Hb A (%) > 85

Hb A, (%) | 235

Hb F (%) <1

6. IEF

O IEF permitiu a migragdo das Hbs consoante o seu ponto isoeléctrico, e
consequentemente a visualizacdo de bandas correspondentes a variantes de Hb (Figura
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6). Para a realizacdo do gel, adicionou-se solugdes de acrilamida 30% - bisacrilamida
0.93% (5,85 mL), anfolina (2,352 mL), H,O (26,85 mL), persulfato de amdnio 40%
(48,65 pL) e temed (54,6 pL). As amostras foram previamente preparadas com uma
concentragdo de 8 mg/mL. A corrida de electroforese foi realizada usando uma solugéo
de NaOH 1 M e uma solugdo de acido aspartico 40 mM (gama de pH 6.7-7.7). A
electroforese foi realizada a 900 V cerca de 2 horas. Apos a corrida o gel foi corado com
uma solucdo de coloragdo, contendo etanol (50%), acido acético (5%) e bromofenol
(0,1%), e de seguida descolorada com uma solugdo de etanol (30%) e &cido acético

(6%).

L I I |
A F oS c

Figura 6 - Mobilidades electroforéticas de Hbs em IEF.

7. Electroforese em acetato de celulose (pH 8.4)

A electroforese em acetato de celulose permite avaliar os padrdes
electroforéticos, de forma qualitativa e semi-quantitativa, da maioria das variantes de
Hb e diagnosticar uma gama elevada de sindromes talassémicos. Nesta electroforese, as
Hbs separam-se por e carga eléctrica. Para a realizacdo desta técnica € necessario
hemolisar o sangue (1 gota) com 4agua destilada (500 pL), anteriormente.
Experimentalmente equilibraram-se tiras de acetato de celulose em acido acético 5%,
nas quais se aplicaram as amostras com um aplicador especifico, e posteriormente

foram colocadas na camara electroforética contendo Tris-borato 0.08 M pH 8.4. A
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corrida electroforética foi feita a 330 V durante 25 min. As Hbs vao migrar do pélo
negativo para o polo positivo (Figura 7). Apds a corrida as tiras foram emersas na sonda

Red Ponceau, e depois branqueadas, com &cido acético 5%.

G 0 —

Ponto de
aplicacdo

Figura 7 — Mobilidades electroforéticas de Hbs na electroforese em acetato de celulose.

8. HPLC de fase reversa das cadeias globinicas

Foi realizado o HPLC das cadeias globinicas de modo a estudar cadeias
globinicas anormais. Esta técnica foi realizada a temperatura ambiente no analisador
System Gold (Beckman) usando uma coluna LiChrospher RP8 column. As fases mdveis

foram preparadas usando acetonitrilo, metanol e cloreto de sodio.

9. Electroforese AUT-PAGE

Através deste método, é possivel destacar as cadeias globinicas presentes no
hemolisado (Figura 8). A electroforese realizou-se em condicdes desnaturantes (AUT-
PAGE) com ureia 8 M e TRITON-100. As amostras de Hb foram preparadas numa
concentracdo de 1 mg/mL. Efectuou-se o gel com os compostos: ureia 8 M (3,28 g em
6,85 mL de dH,0), acrilamida (50%) + bisacrilamida (0,32%) (2,35 mL), acido acético
(0,457 mL), triton X-100 (0,183 mL), riboflavina (0,1217 mL), e temed (0,0365 mL). A

polimerizacdo do gel foi realizada por exposi¢cdo em Ultra Violeta. Os hemolisados
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foram diluidos 1:1 com tampéo de desnaturacdo, e incubadas cerca de 35 min. O tampao
de desnaturacao consistiu numa solucédo de ureia 8 M (0,6 g em 0,8 mL de dH,0), &cido
acético (0,1 mL) e B-mercaptoetanol (0,1 mL). Aplicaram-se as amostras e o marcador
‘pyronin G no gel, e iniciou-se a electroforese em acido acetico 5% com uma constante
de amperagem de 10 mA. Depois da electroforese, colocou-se o gel numa solugéo de
coloracédo (0,25% de coomassie, metanol 30%, 7% de &cido acético) cerca de 20 min,
seguido de vérias lavagens com solugdo de descoloracdo (metanol a 30%, 7% de &cido

acético).

(-)

Figura 8 - Mobilidades electroforéticas das cadeias globinicas por AUT-PAGE.

10. SDS-PAGE

O SDS-PAGE foi realizado de modo a verificar a presenca das formas
tetramérica e monomérica da hemoglobina. Esta técnica envolve a realizacdo de dois
géis, um gel de corrida (inferior) e um gel de estancamento (superior). O gel de corrida
é constituido por H,O (1,05 mL), acrilamida 29,2% - bisacrilamida 0,8% (2,625 mL),
tris-HCI 1 M pH 8.8 (1,25 mL), SDS 10% (50 uL), persulfato de aménio 10% (25 uL),
e temed (2,5 mL). Apds a polimerizacdo deste gel no equipamento especifico de
electroforese, aplica-se o gel de estancamento, que € composto por H,O (3,05 mL),

acrilamida 29,2% - bisacrilamida 0,8% (0,65 mL), tris-HCI 1 M pH 6.8 (1,25 mL), SDS
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10% (50 pL), persulfato de amoénio 10% (25 uL), e temed (4 pL). As amostras
aplicadas no gel foram previamente desnaturadas com uma solugdo pré preparada
contendo H,0 (4 mL); solucdo tris-HClI 1 M pH 6.8 (1 mL); glicerol (0,8 mL); SDS
10% (1,6 mL); B-mercaptoetanol (10 mL), blue dibromofenol 0,05% (0,2 mL), para
uma diluicdo final de 1:1. O SDS-PAGE foi realizado em tampé&o contendo tris (15 g),
glicina (72 g) e SDS (5 g) com pH final de 8.3 e volume final de 1 L, a uma voltagem
constante de 150V, e o marcador utilizado foi o blue bromofenol. Apds a corrida
efectuou-se a coloragéo e descoloragdo do gel, com as mesmas solugdes utilizadas na

técnica de AUT-PAGE.

11. Teste de solubilidade para a pesquisa de Hb S

A Hb S, quando reduzida pelo ditionito de sodio, é insoltvel em tampéo fosfato
de alta molaridade, ao contrario das outras Hbs. A saponina € utilizada neste método,
pois abre buracos na membrana da célula de modo que as Hbs solUveis saiam dando cor
avermelhada ao tampéo, enquanto a Hb S precipita dentro da célula. Para a realizacdo
desta técnica, dissolveu-se ditionito de sdédio (0,1 g) em tampdo fosfato pH 7.1 com
saponina a 1% (10 mL). Juntou-se sangue total (50 pL), em EDTA, a 2 mL da solucgéo
anterior. Posteriormente agitou-se vigorosamente, incubou-se 5 minutos e centrifugou-
se (5 min a 2000 rpm). Se o resultado for negativo o tampéao tem cor vermelha intensa
podendo estar encimado por um anel quase imperceptivel, escuro, que corresponde a
outras proteinas precipitadas. Se o resultado for positivo para heterozigotia de Hb S, o
tampé&o tem cor vermelha menos intensa, encimado por um anel grosso de cor castanha
escura; para homozigotia de Hb S, a cor do tampéo vai desde o amarelo até ao vermelho
claro (dependendo dos niveis de Hb F) e o tampédo € encimado por um anel grosso,

castanho-escuro.
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12. Extraccdo de DNA

O DNA gendmico foi extraido a partir de leucdcitos do sangue periférico usando
0 kit de extraccdo de DNA QlAamp® DNA Blood Mini (QIAGEN, Hilden, Germany).
Para a sua quantificagdo e determinacdo da pureza, determinou-se a razdo entre as
absorvéncias dos comprimentos de onda a 260 e 280 nm (Azsoi280) € @ razéo entre as
absorvancias dos comprimentos de onda a 230 e 280 nm (Az3o280) N0 NanoDrop 1000

(Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA).

13. Desleucocitacdo e preparacdo de lisados de reticulécitos para a

extraccdo de RNA

A desleucocitacdo consistiu na filtragem de uma amostra de sangue através de
uma mistura de celuloses microcristalinas (resina) diluidas em NaCl 0.9%. Esta mistura
permite a retencdo de leucocitos e plaquetas, e a passagem dos globulos vermelhos
devido a sua capacidade de deformabilidade. Para a realizagdo desta técnica foi
necessario que as amostras tivessem sido colhidas em menos de 48 horas. Preparou-se
uma seringa com |a de algoddo e com a resina (4 mL), a qual se adicionou a amostra de
sangue total (1-2 mL) e NaCl 0.9%. Recolheu-se a amostra de glébulos vermelhos e
realizaram-se trés lavagens dos glébulos vermelhos, com NaCl 0.9% e centrifugacdes
de 5 min a 3000 rpm, removendo sempre o sobrenadante.

Os lisados de reticuldcitos foram realizados recorrendo ao Reagente TRIzol™
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Primeiramente adicionou-se ao produto de
desleucocitacdo tampdo de lise dos gldbulos vermelhos (NH4CI 115 mM, KHCO;3; 10

mM, EDTA 0,1 M pH 7.4) (10 mL), e incubou-se 5 min no congelador e 15 min no

38



frigorifico, de modo a rebentar os glébulos vermelhos. Centrifugou-se 3 min a 3000
rpm, para sedimentar os reticuldcitos e rejeitou-se o sobrenadante. Lavou-se mais duas
vezes com tampdo de lise dos glébulos vermelhos. Lavou-se com PBS (3 mL) e
centrifugou-se 3 min a 3000 rpm. Rejeitou-se o0 sobrenadante, adicionou-se 500 pL de

TRIzol e agitou-se vigorosamente. Procedeu-se ao armazenamento da amostra a -20°C.

14. Extraccdo de RNA

A extraccdo de RNA foi realizada com base no método de Chomczynski. A
primeira etapa é a separacdo de fases: adicdo de cloroférmio (150 pL) ao eppendorf
com o lisado de reticuldcitos, e centrifugacdo 8 min a 8000 rpm. A segunda etapa
consiste na precipitacdo de RNA: remocdo do sobrenadante para um tubo tipo
eppendorf, adicdo de isopropanol (300 pL), e incubagdo 20 min a -20°C. A terceira
etapa € a lavagem de RNA: centrifugacdo 8 min a 10600 rpm, rejeicdo do sobrenadante
e adicdo de etanol 75% (600 pL). Posteriormente centrifugou-se 5 min a 8400 rpm,
rejeitou-se a solucdo deixou-se repousar para secar. A Gltima etapa € a redissolucdo de
RNA, na qual se procedeu a hidratacdo do produto, por adicdo de agua livre de RNAses
(20 pL). A concentragédo e purificagdo de RNA foram determinadas pela medigdo da
absorvancia a 260 e 280 nm com o NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Wilmington,

DE, USA).

15. Sequenciacio do gene globinico

15.1. Amplificacdo de DNA pelo método PCR

O PCR teve como principal objectivo obter copias multiplas de um fragmento

especifico do gene globinico B, de modo a conseguir elevadas quantidades de DNA. Os
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genes HBB foram selectivamente amplificados por PCR em tubos de PCR 0.2 mL,
usando um volume de 25 pL, contendo os compostos seguintes: dH,O (21 pL), Tampéo
Taq 10x (2,5 uL), dNTP’s 10 mM (0,5 uL), Primer Directo 100 ng/pL (0,5 pL), Primer
Reverso 100 ng/uL (0,5 pL), Tag DNA Polimerase 5 U/uL (0,1 pL), amostra de DNA

(2 pL). Os primers utilizados estdo sumariados na Tabela 5.

Tabela 5 - Resumo das sequéncias dos primers utilizados para a amplificaciio do gene p.

Exdo | Primers Sequéncia oligonucleoétidica (5°—3”)

1 bld (Directo) | GAGCCAAGGACAGGTACGG
blr (Reverso) | GAGGTTCTTTGAGTCCTTTG
2 b2d (Directo) | AGACTCTTGGGTTTCTGA
b2r (Reverso) | TAGAATGGGAAACAGACGAATG
3 b3d (Directo) | CAATGTATCATGCCTCTTTGCACC
b3r (Reverso) | CCATGAAAGAAGGTGAGGCTGC

Os PCRs foram realizados no termociclador Biometra® TPersonal Thermal
Cycler (AlphaGen, lowa, USA). As condicdes térmicas dos ciclos encontram-se na
Tabela 6.

Tabela 6 - Condi¢des térmicas de amplifica¢iio do gene B-globinico.

Etapas Temperatura | Tempo Namero de ciclos
Desnaturacdo inicial 95°C 5 min 1
Desnaturagéo 95°C 455 29
Emparelhamento 65°C 1 min 29
Extenséo 72°C 10 min 29
Pausa 4°C o0

15.2. Amplificacdo de cDNA pelo método PCR

Este PCR teve como principal objectivo obter copias multiplas de um fragmento
especifico codificante do gene globinico B, de modo a conseguir elevadas quantidades

de cDNA. Os genes HBB foram selectivamente amplificados por PCR em tubos de
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PCR 0.2 mL, usando um volume de 25 pL, contendo os compostos seguintes: dH,0 (21
uL), Tampao Taq 10x (2,5 uL), ANTP’s 10 mM (0,5 uL), Primer Directo 100 ng/uL
(0,5 pL), Primer Reverso 100 ng/uL (0,5 pL), Taqg DNA Polimerase 5 U/pL (0,1 pL),
amostra de DNA (2 pL). Os primers utilizados estdo sumariados na Tabela 7.

Tabela 7 - Resumo das sequéncias dos primers utilizados para a amplificacio do gene p.

Primers Sequéncia oligonucledtidica (5°—37)
Directo ACATTTGCTTCTGACACAACTGTG
Reverso GCCCTTCATAATATCCCCCAGTTT

Os PCRs foram realizados no termociclador Biometra® TPersonal Thermal
Cycler (AlphaGen, lowa, USA). As condi¢bes térmicas dos ciclos encontram-se na
Tabela 8.

Tabela 8 - Condicgdes térmicas de amplificagiio do gene B-globinico.

Etapas Temperatura | Tempo Nuamero de ciclos
Desnaturacédo 95°C 5 min 1
inicial
Desnaturacédo 95°C 45s 29
Emparelhamento 62°C 1 min 29
Extensdo 72°C 10 min 29
Pausa 4°C o0

15.3. Electroforese em gel de agarose

A electroforese em gel de agarose 2% dos produtos de PCR foi realizada para
testar a amplificacdo por PCR. O gel de agarose consistiu na dissolucdo, por
aquecimento, de 1g de agarose em 50 mL TBE 0.5% (Tris 1,78M; EDTA 0,04M;
Acido Borico 1,77M), e com a adicdo de 4 pL de “Syber Safe”. As amostras foram
aplicadas (5 pL) cada uma com uma gota de corante. De seguida iniciou-se a

electroforese a 120 V durante cerca de 25 minutos. Como o DNA tem carga negativa a
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pH neutro, vai migrar para o pdlo positivo (anodo). Apds a corrida de electroforese,

visualizou-se o gel com recurso a um equipamento fotogréfico especifico.

15.4. Purificacdo dos produtos de PCR com EXOSAP

Foi realizada a purificacdo dos produtos de PCR com EXOSAP, que faz a
digestdo dos primers, Taq Polimerase, e outros componentes da reaccdo de PCR
excepto do DNA de cadeia dupla. Para tal, adicionou-se 1puL de ExoSap e 4uL de
produto de PCR num tubo de PCR 0,2 mL. A purificacdo depois realizada no

termociclador, com as condicGes térmicas de purificacdo apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9 - Condigdes térmicas de purificacdo do produto de PCR.

Temperatura | Tempo
37°C 15 min
80°C 15 min

15.5. Reaccao de sequenciacao e reaccao de precipitacio pelo Kit Qiagen®

(Dye EXTM 2.0 spin Kit)

A reaccdo de sequenciacdo dos produtos de PCR purificados realizou-se
utilizando o kit do BigDye® Terminator v1.1 Cycler Sequencing (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, USA). Este kit possui tampao, DNA polimerase, ¢ ANTP’s ¢ ddNTP’s
marcados com 4 fluorocromos diferentes. A reaccdo de sequenciacdo consistiu na
seguinte mistura: dH,O (6,5 pL), BigDye (1 uL), Primer directo ou reverso (0,5 L),
produto de PCR purificado (2 pL). A reaccdo de sequenciacdo foi realizada no
termociclador, utilizando as condicdes termicas e ciclicas, apresentadas na Tabela 10.

Tabela 10 - Condices térmicas de sequenciacgéo do produto de PCR purificado.

Temperatura | Tempo | Ndmero de ciclos
90°C 20s 1
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60°C 2 min 24
4°C )

De seguida realizou-se a reaccdo de purificacdo de modo a remover o BigDye.
Para tal aplicou-se o produto de sequenciagdo em colunas com resinas e centrifugou-se
4 min e 30 s a 3290 rpm. Recolheu-se o produto, que posteriormente foi pipetado para a
placa do sequenciador, e analisado pelo Hitachi 3130 Genetic Analyser (Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA).

16.  Transcrigdo reversa

A transcricdo reversa teve como principal objectivo realizar a sintese de cDNA a
partir do RNA total extraido e quantificado. Primeiramente realizou-se a linearizacéo de
1 pg de RNA total num volume total de 25 pL, no termociclador e com as condigdes

apresentadas na Tabela 11.

Tabela 11 - Condices térmicas da linearizagédo de RNA.

Temperatura | Tempo | Ndmero de ciclos

90°C 20s 1
60°C 2 min 24
4°C 0

A reaccdo de transcricdo reversa foi efectuada com o kit High Capacity cDNA
Reverse Transcriptase (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), que continha RT
Buffer (x10) (5 pL), primers d(N)s (x10) (5 pL), dNTP’s (100 mM) (2 pL),
Transcriptase reversa MultiScribe RT (500/uL) (2,5 pL). Para além do kit foi
adicionada dH,0O (10,5 pL) e RNA (25 pL) para um volume total de 50 pL. Colocou-se

no termociclador e iniciou-se o programa de cDNA, descrito na Tabela 12.
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Tabela 12 - Condices térmicas de reaccao de transcriptase reversa.

Temperatura Tempo
25°C 20s
37°C 59 mine 59 s
85°C 5 min
4°C ©

17.  PCR em tempo real quantitativo

O PCR em tempo real quantitativo teve como principal objectivo a amplificagéo,
deteccdo e quantificacdo de mRNA das cadeias globinicas numa Unica etapa. Para a
implementacdo desta metodologia foi primeiramente executado um estudo em
individuos hematologicamente normais com o intuito de avaliar a fiabilidade desta
metodologia, ¢ em individuos com fendtipo e gendtipo talassémico [ conhecido de
algumas mutacdes, com a finalidade de comprovar a capacidade da metodologia na
obteng¢do do racio do mRNA o/f.

No PCR em tempo real utilizou-se um volume de 25 pL contendo 100 ng de
cDNA (5 pL), 100 nM de cada primer (0,4 pL), 60 nM de cada sonda (0,12 pL), 12,5
puL de TagMan™ Universal PCR Master Mix (Applied Biosystem, Branchburg, NJ,
USA) e dH,0 (6,46 uL). As concentracOes apresentadas foram optimizadas de modo a
obter o maximo de rendimento e fidelidade. O ensaio quantitativo de PCR em tempo
real dos transcritos foi efectuado com recurso a sondas especificas duplas marcadas
fluorescentemente num 7300 Real Time PCR Systems (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). A 6-carboxi fluoresceina (FAM) foi usada como repdrter fluorescente,

enquanto que adiciondmos tetrametilrodamina (TAMRA) como quencher para o gene J.
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Para o gene a, as sondas foram marcadas fluorescentemente com VIC™. As sequéncias
dos primers e das sondas que foram usados s&o: primer directo da cadeia a, 5’
CACGCTGGCGAGTATGGT 3’; primer reverso da cadeia o, 5’
ACCAAGACCTACTTCCCGC 3’ sonda da cadeia a, 5 VIC-
CCTGGAGAGGATGTTCC 37 primer  directo da  cadeia B, 5’
GGTGAACGTGGATGAAGTTGGT 3’; primer reverso da cadeia B, 5’
TCTACCCTTGGACCCAGAGG 37 sonda da  cadeia B, 5’FAM-
CTGGGCAGGCTGCTGGT-TAMRA 3°, como descrito por So et al. 2006. Todas as
sondas foram desenhadas para abranger as juncdes entre os exdes de modo a prevenir a
amplificacdo de qualquer possivel contaminagdo genémica de DNA (R. D. Smith et al.
2000). O GAPDH humano (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) foi usado como
controlo endbgeno e gene de referéncia. As condi¢es térmicas dos ciclos
compreendiam uma etapa de aquecimento inicial a 50°C durante 2 min, uma etapa de
desnaturacdo a 95°C durante 10 min e 40 ciclos de 15 s a 95°C para desnaturagédo
seguida de uma etapa de emparelhamento a 55°C durante 1 min. Estas condi¢des foram
optimizadas de modo a obter maior fiabilidade da técnica. Os ensaios foram realizados
em duplicado para cada amostra. Os valores quantitativos foram obtidos pelo nimero de
ciclo limiar (threshold) em que o aumento do sinal associado com o crescimento
exponencial dos produtos de PCR foi detectado pelo 7300 Systems SDS Software. O
threshold para cada cadeia globinica e para 0 GAPDH foi obtida através de dilui¢bes
seriadas com amostras de individuos normais. A eficiéncia das reaccGes foi determinada
através das curvas standart para o cDNA do o, B, GAPDH. O récio entre a expressao

dos genes globinicos a e  foi computorizado através do REST 2009 Software.

18. Estudo da estabilidade
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O teste de estabilidade permitiu verificar se uma variante de Hb era instavel ou
ndo. Este teste consistiu em colocar uma solucéo de Tris (12,11g) e isopropanol a 17%
numa proveta e incubar a 37°C durante 10 min. Adicionou-se a esta hemolisado de
sangue previamente preparado e agitou-se ligeiramente. Colocou-se novamente a
incubar a 37°C durante 30 min. Posteriormente verificou-se se a solugdo estava limpida

(teste negativo) ou havia precipitado (teste positivo).

19. Cromatografia de exclusdo molecular

Esta técnica permitiu a obtencdo de hemoglobina desprovida de fosfatos
organicos (2,3-DPG) e ides cloro. Utilizou-se uma coluna cromatografica SEPHADEX
G-25 equilibrada com tampéo tris 10mM + NaCl 0.1M pH 8. Os fosfatos organicos
ficam retidos na coluna e recolheu-se a Hb. Este produto foi posteriormente utilizado

para os estudos funcionais.

20. Estudos funcionais — Medicéo da afinidade ao oxigénio

O estudo da dependéncia de pH na afinidade ao oxigénio ¢ uma ferramenta
sensivel para investigar a relacdo estrutura-funcdo na Hb. A afinidade de ligacdo para o
oxigénio, expressa em termos de logpsy foi calculada a temperatura de 37°C, na
presenca e na auséncia de 2,3-DPG 5 mM, e a varios pHs. A concentracdo da amostra
utilizada foi de cerca de 1 mg/mL. Os tampdes utilizados para os testes foram tris 0.1 M
NaCl 0.1 M ou Bis-Tris 0.1 M NaCl 0.1 M. Estes testes foram realizados mo
espetrofotometro VARIAN CARY 50. Para tal preparou-se a solucdo de Hb com
amostra resultante da cromatografia de exclusdo molecular e com um dos tampdes
acima referidos, para um volume final de 3 mL, e uma concentragéao final de Hb entre 1-

1,2 mg/mL. Mediu-se a concentragdo da amostra e o pH inicial. De seguida procedeu-se
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a desoxigenacdo da solucdo através de um sistema de vacuo e equilibrou-se a solucéo
num banho a temperatura estavel de 37°C, durante 5 min. Registou-se as absorvancias
de 576, 555 e 542 nm. Adicionaram-se quantidades conhecidas de O, equilibrou-se no
banho 5 min depois de cada adicdo e registaram-se as absorvéncias referidas
anteriormente. Apos varias adi¢cdes de oxigenio, procedeu-se & completa oxigenagdo da

solucdo da amostra através de um cilindro de O,. Mediu-se o volume final e o pH final.

21. Analise in silico

Os programas de software que foram usados para prever o impacto de novas
variantes na estrutura e funcdo da molécula de Hb: PolyPhen-2, uma ferramenta que
prevé possiveis consequéncias de uma substituicdo de aminoacido na estrutura e funcéo
de proteinas humanas; SIFT, que prevé se uma substituicdo de aminoacido afecta a
funcdo da proteina baseada no grau de conservacdo dos residuos de aminoacidos num
alinhamento de sequéncias derivados de sequéncias estreitamente relacionadas, e 0s
SIFT foram classificados como tolerante (0.201-1.00), intolerante (0.051-0.10), ou
borderline (0.101-0.20); Project HOPE, que analisa os efeitos estruturais causados por
uma mutacdo (George Priya Doss & Rao, 2009)(Venselaar, Te Beek, Kuipers,
Hekkelman, & Vriend, 2010)(Alanazi et al., 2011).

Foram ainda realizadas Modelling Dynamics simulations (MD simulations) de
forma a prever possiveis consequéncias de uma mutacdo na estrutura da Hb, mais
precisamente da mutacdo CD142 (GCC>TTC). Para tal, preparou-se 0 modelo Hb A a
partir da estrutura 2DN2 de alta resolucio de raios-X, a 1,25 A, na forma desoxi. A
protonacdo de histidinas foi realizada seguindo trabalhos anteriores (Ceccarelli et al.,
2006). Solvatou-se o tetrdmero adicionando 15035 moléculas de agua numa caixa

clbica de dimensdo 93,578 A. Ap6s minimizacio, aqueceu-se 0 sistema no conjunto
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NPT durante 1 nanosegundo a partir de restricdes harmonicas aplicadas de 10 a 300 K
nas coordenadas de todos os carbonos a. Durante esta parte foi utilizado o programa
NAMD (versdo 2.9). Em seguida, com o programa ACEMD (Harvey, Giupponi, &
Fabritiis, 2009) foram aplicados 20 nanosegundos ao conjunto NPT, seguido por 100 ns
no conjunto NVT com restri¢gdes. Terminou-se com 20 ns no NPT, sem restri¢gdes, com
a caixa de final de tamanho 82,4 A. Empregou-se 0 campo de forca amber99SB-ildn
para a proteina (Lindorff-Larsen, Piana, Palmo, Maragakis, & Klepeis, 2010), o campo
de forca ambar para o heme usando os parametros "HARD" a partir de (Henry, Levitt,
& Eaton, 1985) para a forma desoxi, e o TIP3P para a 4gua (Jorgensen, Chandrasekhar,
Madura, Impey, & Klein, 1983). A partir da Gltima estrutura comegou-se duas MD
simulacbes de 100 nanosegundos para a Hb A WildType e variante de Hb,
respectivamente. A mutacdo foi obtida por substituicdo de Ala-142 para Phe numa
cadeia globinica B. As analises foram realizadas nos ultimos 100 nanosegundos de cada
simulagdo. O desvio de todo o tetrdmero a partir da estrutura inicial de raios-X néo

ultrapassava 1,8 A.
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No laboratério do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra foram
encontradas varias variantes na cadeia globinica B da Hb, descritas e ndo descritas na
literatura. As variantes descritas sdo Hb Koln, Hb Leiden, Hb Saint Louis, Hb
Shepherds Bush, Hb Malmo, Hb Vila Real, Hb San Diego, Hb S, Hb C, Hb D-Punjab,
Hb E, Hb Lepore-Boston-Washington, Hb N-Baltimore, Hb Aix les Bains. As variantes

n&o descritas sdo CD 142 GCC-TTC e Hb Ponta Delgada.

1. Individuo 1

De modo identificar uma variante de Hb foi realizada a sequenciacdo de DNA
dos genes da cadeia globinica B, que revelou uma transicdo G—A que dava origem a
uma substituicdo de aminoacido Val—>Met no codio 98 (c.295G>A; pVal99Met, de
acordo com HGVD). O individuo 1 era heterozigdtico para a variante Hb Koln.

Os testes in silico revelaram que esta mutacéo podia afectar a funcdo da proteina
(SIFT score 0.00), e resultar em danos para a molécula provavelmente através do
rompimento de um local de ligacdo (difference score PSIC 1,000). O teste no Project
Hope revelou que o residuo original (valina), localizado no nucleo da Hb, ¢ muito
conservado, no entanto tém-se verificado outros aminoécidos na posicdo afectada. O
residuo mutante (metionina) é maior do que o residuo original, logo o residuo mutante
poderd ser demasiado grande para ocupar a posi¢cdao ocupada pelo residuo original
(Figura 9). As diferengas entre o residuo original e o residuo mutante podem levar a
perturbacdes na estrutura do ndcleo do dominio e assim afectar a ligagdo do anel

tetrapirrolico.
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Figura 9 - Localizacdo da mudanca estrutural causada pela mutagdo ¢.295G> A; pVal99Met (Hb
Koln). (A) Residuo original (Valina); (B) Residuo mutante (Metionina).

2. Individuo 2

De modo identificar uma variante de Hb foi realizada a sequenciacdo de DNA
dos genes da cadeia globinica B, que revelou delecgdo GAG dando origem a deleccéo
do residuo de glutamato no coddo 6 ou 7 da cadeia globinica B (c.22_24delGAG;
pGlu6/7Stop, de acordo com HGVD) (Figura 10). O individuo 2 era heterozigdtico para

a variante Hb Leiden.

Figura 10 - Sequéncia de DNA de um fragmento do exdo 1 de HBB mostrando a mutagdo
€.22_24delGAG; pGlu6/7Stop.

3. Individuo 3
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De modo identificar uma variante de Hb foi realizada a sequenciagéo de DNA
dos genes da cadeia globinica 3, que revelou uma transi¢cdo T—A dando origem a uma
substitui¢do de aminoacido Gln—Leu no coddo 28 da cadeia globinica B (c.86T>A;
pLeu29GlIn, de acordo com HGVD). O individuo era heterozigdtico para a variante Hb
Saint Louis.

Por andlise in silico, foi previsto que a mutacdo podia afectar a fungdo da
proteina (SIFT score 0,00), e resultar em danos provaveis na estrutura da proteina (PSIC
difference score 1,000). Através do teste no Project Hope, verificou-se que o residuo
original (leucina) e o residuo mutante (glutamina) diferem em tamanho e
hidrofobicidade. O residuo mutante € maior que o original, e este € mais hidrofébico
que o residuo mutante (Figura 11). A mutacédo causa a perda de interac¢des hidrofobicas
no nucleo da proteina. Desta forma, as diferencas entre residuos original e mutante

podem perturbar a estrutura do ndcleo do dominio e assim afectar a ligagdo dos ides

158 187
& «

Figura 11 - Localizacdo da mudanca estrutural causada pela mutacdo c.86T> A; pLeu29GIn (Hb
Saint Louis). (A) Residuo original (Leucina); (B) Residuo mutante (Glutamina).

ferro.

A

4. Individuo 4
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A anélise da composicdo e quantificacdo de Hbs por HPLC de uma amostra de
sangue do individuo 4 foi realizada, e revelou niveis de Hb A; ligeiramente elevados e
de Hb F aumentados, e verificou-se um pico anormal antes do tempo de retengéo
correspondente @ Hb A (Figura 12). A andlise da composi¢do de Hbs e mobilidade
electroforética foi realizada por IEF e revelou uma banda anormal (Figura 13), com
mobilidade electroforética distinta da Hb A. Os resultados do HPLC e da IEF levaram a
suspeita da presenca de uma variante de Hb. De modo a confirmar estes resultados
realizou-se a sequenciagdo de DNA dos genes globinicos B, que revelou uma transi¢ao
G—A dando origem a uma substituicdo de aminoacido Gly—Asp no coddo 74 da
cadeia globinica B (¢.224G> A; pGly75Asp, de acordo com HGVD). Esta mutagdo
encontrava-se na forma heterozigo6tica e correspondia a variante Hb Shepherds Bush. Os

dados estdo sumarizados na Tabela 13.
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Figura 12 - HPLC de uma amostra de sangue do individuo 4. No gréafico é perceptivel a visualizacao
de quatro elui¢des de Hbs referentes a Hb F, Hb X, Hb Ay e Hb A,.

53



Hb X Hb A

AXFA2

AA2

+ —_

Hb A

Figura 13 - IEF de um hemolisado do individuo 4. A parte superior corresponde a amostra do
individuo 4, a inferior é um controlo normal.

Tabela 13 - Parametros do estudo das Hbs do individuo 4.

Pardmetros

Hb A, (%) 3.6
Hb F (%) 5.1
Hb A (%) 66.3
X (%) 19.1
Perfil HPLC AX
Perfil IEF AXFA2

Por analise in silico, foi previsto que esta mutacéo afectava a funcdo da proteina
(SIFT score 0,00), e resultar em danos para a molécula provavelmente devido a
mudanca de hidrofobicidade do local interno (PSIC score difference 0,972). O Project
Hope revelou que o residuo original (Glicina), que esta localizado internamente, e o
residuo mutante (acido aspartico) diferem no tamanho e na carga (Figura 14). O residuo
mutante é maior que o residuo original, e os angulos de tor¢do do residuo mutante sdo
minimos, enquanto que a glicina é flexivel o suficiente para realizar &ngulos de torgao.
Desta forma, a mutacdo vai forcar o local a ter uma conformacdo incorrecta e a
perturbar a estrutura local. Esta caracteristica de flexibilidade pode ser necesséaria para a
fungdo da proteina. Em termos de carga, o residuo original € neutro e o mutante é

carregado negativamente, o que pode resultar em problemas de enrolamento da proteina
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e portanto é prejudicial para esta. Além disso, as diferencas entre os residuos glicina e
acido aspartico podem perturbar a estrutura interna da proteina e assim afectar a ligagéo

dos ides ferro.

Figura 14 - Localizacao da mudanca estrutural causada pela mutagao c.224G> A; pGly75Asp (Hb
Shepherds Bush). (A) Residuo original (Glicina); (B) Residuo mutante (Acido Aspartico).

5. Individuo 5

A andlise da composicdo de hemoglobina e mobilidade electroforética de uma
amostra do individuo 5 foi realizada por IEF e revelou uma banda anormal com
mobilidade electroforética caracteristica da Hb Malmé (Figura 15) e uma banda
correspondente a Hb A. De modo a confirmar a suspeita da presenca de Hb Malmo
evidenciada pela IEF realizou-se a sequenciacdo de DNA do gene globinico B, que
revelou uma transicdo C—A ou C—G dando origem a uma substituicdo de aminoacido
His—GlIn no coddo 97 da cadeia globinica B (c. [294C>A ou 294C>G]; pHis98GIn, de
acordo com HGVD). A sequenciacdo confirmou a presenca de Hb Malmd na forma

heterozigotica.
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Figura 15 - IEF do individuo 5. A parte superior corresponde a amostra do individuo 5 e a parte
superior a uma amostra controlo normal.

Por anélise in silico, previu-se que esta mutacdo afecta a funcdo da proteina
(SIFT score 0,02), e resultar em danos para a molécula provavelmente pelo contacto
com o local funcional (PSIC difference score 0,989). O Project Hope revelou que o
residuo original (histidina) e o residuo mutante (glutamina) diferem no tamanho, sendo
que este Gltimo é menor do que o residuo original (Figura 16). Deste modo, o residuo
mutante pode ser demasiado pequeno para realizar contactos multiméricos, logo causar
uma possivel perda de interaccBGes externas. Estas diferencas entre residuo original e

mutante podem perturbar a superficie de interac¢do e, assim, afectar a ligacdo de ides

ferro.

A" T 2 il "
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Figura 16 - Localizacdo da mudanca estrutural causada pela mutacéo c. [294C> A ou 294C>G];
pHis98GIn (Hb Malmd). (A) Residuo original (Histidina); (B) Residuo mutante (Glutamina).
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6. Individuo 6

A andlise das Hbs por HPLC do individuo 6 foi realizada, e revelou niveis de Hb
F dentro dos parametros normais, de Hb A, ligeiramente aumentados e um pico no
mesmo tempo de retencdo de Hb A, (Figura 17). A analise da composicdo de
hemoglobina e mobilidade electroforética foi realizada por IEF, na qual ndo foi possivel
destacar nenhuma banda caracteristica de variante de Hb (Figura 18). De modo a
confirmar a suspeita da presenca de variante de Hb evidenciada pelo resultado do HPLC
realizou-se a sequenciagdo de DNA do gene globinico B, que revelou uma transi¢ao
C—A dando origem a uma substituicdo Pro—His no coddo 36 da cadeia globinica 3
(c110C> A, pPro37His, de acordo com HGVD). Esta mutacdo caracteriza a Hb Vila
Real e encontrava-se na forma heterozigotica. Os dados estdo sumarizados na Tabela
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Figura 17 - HPLC de uma amostra de sangue do individuo 6. No grafico é perceptivel a visualiza¢io
de trés eluicbes de Hbs referentes a Hb X, Hb Ay e Hb A,.
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Figura 18 - IEF de um hemolisado do individuo 6. A parte superior corresponde a amostra do
individuo 6 e a parte inferior a uma amostra controlo normal.

Tabela 14 - Parametros do estudo das Hbs do individuo 6.

Pardmetros

Hb A, (%) 3.7
Hb F (%) 0.7
A0 (%) 65.7
X (%) 22.0
Perfil HPLC AXA2
Perfil IEF AA2

Por andlise in silico foi previsto que esta mutacdo pode afectar a funcdo da
proteina (SIFT score 0,00), e resultar em danos para a molécula provavelmente pelo
contacto com o local funcional (PSIC difference score 1,000). O Project Hope revelou
que o residuo original (Prolina) ¢ um dos residuos invariaveis da cadeia globinica 3 e
que qualquer mutacao que envolva este residuo é geralmente prejudicial para a proteina.
O residuo original e o residuo mutante (histidina) diferem no tamanho e na
hidrofobicidade (Figura 19). O residuo mutante € maior que o residuo original e por sua
vez este Ultimo € mais hidrofdbico, e esta envolvido num contacto multimérico. Em
determinados casos a hidrofobicidade é importante para a multimerizagdo, logo o
residuo mutante pode afectar esta caracteristica. As diferencas entre os residuos original
e mutante podem levar a perturbacdes na superficie de interaccéo e, assim, afectar a

ligagéo dos ides ferro.
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Figura 19 - Localizacdo da mudanca estrutural causada pela mutacdo c¢.110C> A; pPro37His (Hb
Vila Real). (A) Residuo original (Prolina); (B) Residuo mutante (Histidina).

7. Individuo 7

A analise das Hbs por HPLC do individuo 7 foi realizada, e revelou niveis de Hb
Ay baixos e um pico elevado antes do tempo de retencdo da Hb A,. Devido a eluicéo
deste pico suspeitou-se que uma variante de Hb estaria presente. Para confirmar esta
suspeita realizou-se a sequenciacdo de DNA dos genes globinicos B, que revelou uma
transicdo G—A dando origem a uma substituicdo de aminoacido Val—Met no codao
109 da cadeia globinica B (c.328G>A; pVall10Met, de acordo com HGVD). Esta
mutacdo encontrava-se na forma heterozigotica e correspondia a Hb San Diego. Os
dados estdo sumarizados na Tabela 15.

Tabela 15 - Parametros do estudo das Hbs do individuo 7.

Parametros

A0 (%) 43.7
P3 (%) 43.9
Perfil HPLC AX

Por anédlise in silico, previu-se que esta mutacdo podia afetar a funcdo da

proteina (SIFT score 0,00), e resultar em danos para a molécula provavelmente através
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do rompimento de um local de ligacdo (PSIC difference score 1,000). O teste do Project
Hope revelou que o residuo original (valina) ndo é conservado na posicdo em questdo, e
que esté localizado no interior da proteina. O residuo original difere do residuo mutante
(metionina) no tamanho, sendo que este ultimo € maior e portanto poderd ndo caber no
mesmo local (Figura 20). Desta forma as diferencas entre os dois residuos podem levar

ao distdrbio da estrutura interna da proteina.

Yy B

Figura 20 - Localiza¢do da mudanca estrutural causada pela mutagdo c.328G>A; pVall1l0Met (Hb
San Diego).

8. Individuos8e9

Os parametros hematoldgicos do individuo 8 foram obtidos, e revelaram-se
normais. A analise da hemoglobina em HPLC revelou niveis de Hb A2 e Hb F normais
e um pico com tempo de retencdo correspondente a Hb S (Figura 21). A andlise da
composicdo de hemoglobina e mobilidade electroforética foi realizada por IEF e revelou
duas bandas, uma correspondente a Hb A e outra com mobilidade electroforética
caracteristica de Hb S (Figura 22). O teste de solubilidade foi positivo para Hb S em
heterozigotia. Estes resultados pressupunham a presenca de Hb S em heterozigotia, por
isso realizou-se a sequenciagdo do DNA do gene globinico 3, que revelou uma transi¢ao

A—T dando origem a uma substitui¢do de aminoacido Val—Glu no codao 6 da cadeia

60



globinica B (c.20A>T; pGlu7Val, de acordo com HGVD) (Figura 23). Este resultado
confirmou a presenca de Hb S em heterozigotia. Foi realizado PCR em tempo real,
cujos resultados forma tratados pelo programa REST 2009, e revelaram um récio

mRNA o/p de 0,71. Os dados estdo sumarizados na Tabela 16.
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Figura 21 - HPLC de uma amostra de sangue do individuo 8. No gréafico é perceptivel a
visualizacéo de trés elui¢des de Hbs referentes a Hb Ag e Hb Ay, e Hb S.

+
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Figura 22 - IEF de um hemolisado do individuo 8. A parte inferior corresponde & amostra do
individuo 8 e a parte superior a uma amostra controlo normal.
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Figura 23 - Sequéncia de DNA de um fragmento do exdo 1 de HBB mostrando a mutagdo c.20A>
T; pGlu7Val, em heterozigotia.
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Tabela 16 - Parametros hematologicos e moleculares do individuo 8.

Pardmetros

Género/ldade Masculino/28
Récio mRNA o/ 0.71
HGB (g/dL) 131
VGM (fL) 78,8
HGM (pg) 27,7
Reticulécitos 2,07
Hb A, (%) 35
Hb F (%) 0.2
A0 (%) 50.3
Hb S (%) 30.6
Perfil HPLC AS

Os parametros hematoldgicos do individuo 9 foram obtidos e revelaram niveis
de HGB abaixo dos valores de referéncia, e de reticuldcitos aumentados. A anélise das
Hbs em HPLC evidenciou niveis de Hb A; ligeiramente aumentados, de Hb F elevados,
e verificou-se um pico elevado no tempo de retengcdo correspondente a Hb S (Figura

24). A analise da composicdo de hemoglobina e mobilidade electroforética foi realizada
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por IEF, que revelou duas bandas com mobilidades electroforéticas correspondentes a
Hb S e Hb F (Figura 25). O teste de solubilidade foi positivo para Hb S em
homozigotia. De modo a comprovar as suspeitas da presenca de Hb S em homozigotia,
levantadas pelos resultados anteriores, realizou-se a sequenciagdo do DNA do gene
globinico P, que revelou uma transicdo A—T dando origem a uma substitui¢io
Val—Glu no coddo 6 da cadeia globinica B (c.20A> T; pGlu7Val, de acordo com
HGVD). Assim confirmou-se que o individuo sofria de drepanocitose, ou seja, possuia a
mutacdo da variante Hb S na forma homozigotica. Através dos resultados do PCR em
tempo real tratados no REST 2009, foi possivel obter o racio mRNA o/p do individuo 9,

que foi de 0,69. Os dados estdo sumarizados na Tabela 17.
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Figura 24 - HPLC de uma amostra de sangue do individuo 9. No gréafico é perceptivel a visualizacdo
de quatro elui¢des de Hbs referentesa Hb F, Hb A;e Hb A, e Hb S.
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Figura 25 - IEF de um hemolisado do individuo 9. A parte superior corresponde a amostra do
individuo 9 e a parte inferior a uma amostra controlo normal.

Tabela 17 - Parametros hematoldgicos e moleculares do individuo 9.

Pardmetros

Género/ldade Feminino/8
Récio mRNA o/ 0.69
HGB (g/dL) 9,6
VGM (fL) 81,1
HGM (pg) 29,2
Reticulécitos 8,77
Hb A; (%) 3.7
Hb F (%) 17.4
Hb S 76.0
Perfil HPLC SF

Por andlise in silico, verificou-se que esta mutacdo podia afectar a funcdo da
proteina (SIFT score 0,447), e resultar possivelmente em danos para a molécula (PSIC
difference score 0,989). O Project Hope revelou que o residuo original (Glutamato) e o
residuo mutante (Valina) diferem na carga, tamanho e hidrofobicidade (Figura 26). O
residuo mutante € menor do que o residuo original. Este é carregado negativamente,

enquanto que o residuo mutante e neutro, e € mais hidrofobico. As diferencas entre 0s
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residuos original e mutante podem levar a perturbagdo da superficie de interaccdo e

assim afectar a ligacdo de ides de ferro.

Figura 26 - Localizacdo da mudanca estrutural causada pela mutacdo ¢.110C> A; pPro37His (Hb
S). (A) Residuo original (Glutamato); (B) Residuo mutante (Valina).

9. Individuo 10

A andlise das Hbs por HPLC do individuo 10 foi realizada, e revelou niveis de
Hb A, e Hb F normais, e um pico com tempo de retencdo correspondente a Hb C
(Figura 27). A anélise da composicdo de Hbs e mobilidade electroforética foi realizada
por IEF, que revelou duas bandas, uma carateristica de Hb e outra Hb C (Figura 28). De
forma a confirmar a suspeita de Hb C evidenciada pelos resultados do HPLC e IEF
realizou-se a sequenciagdo de DNA dos genes globinicos B, que revelou uma transigao
G—A transi¢do dando origem a uma substituicdo de aminoacido Glu—Lys no codado 6
da cadeia globinica p (c.19G> A; pGlu7Lys, de acordo com HGVD). Este resultado
confirmou a suspeita da presenca de Hb C na forma heterozigética. Os dados estdo

sumarizados na Tabela 18.
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Figura 27 - HPLC de uma amostra de sangue do individuo 10. No gréafico é perceptivel a
visualizacdo de trés eluicdes de Hbs referentes a Hb Ay, Hb A5, e Hb C.
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Figura 28 - IEF de um hemolisado do individuo 10. A parte superior corresponde a amostra do
individuo 10 e a parte inferior a uma amostra controlo normal.
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Tabela 18 - Parametros do estudo das Hbs do individuo 10.

Pardmetros

Hb A; (%) 34
Hb F (%) 0.3
A0 (%) 56.8
Hb C (%) 33
Perfil HPLC ACA2
Perfil IEF AC

Por analise in silico, previu-se que esta mutacdo podia afectar a funcdo da
proteina (SIFT score 0,04), e resultar em possiveis danos na molécula (PSIC difference
score 0,511). O Project Hope revelou que o residuo envolvido estd localizado na
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superficie da proteina, e uma mutacdo deste residuo pode perturbar as interacgdes com
outras moléculas ou outras partes da proteina. O residuo original (glutamato) e o residuo
mutante (lisina) diferem em tamanho e carga (Figura 29). O residuo mutante é maior do
que o residuo original. Este ultimo € carregado negativamente, e o residuo mutante €
carregada positivamente. Esta caracteristica do residuo mutante pode condicionar
contactos com outras moléculas. As diferencas entre os residuos original e mutante
podem levar a perturbagdes na superficie de interaccdo e assim afectar a ligacao do anel

tetrapirrdlico.

Figura 29 - Localizacdo da mudanca estrutural causada pela mutacéo ¢.19G> A; pGlu7Lys (Hb C).
(A) Residuo original (Glutamato); (B) Residuo mutante (Lisina).

10. Individuo 11

Os parametros hematoldgicos do individuo 11 foram obtidos e revelaram niveis
VGM diminuidos. A anélise das Hbs pelo HPLC revelou niveis de Hb A2 e Hb F
normais, e um pico com tempo de retencao referente a Hb D-Punjab (Figura 30). A
analise da composicdo de Hbs e mobilidade electroforética foi realizada por IEF, que
revelou duas bandas, uma com mobilidade electroforética correspondente a Hb A e
outra & Hb D-Punjab (Figura 31). De modo a confirmar a presenca de Hb D-Punjab
evidenciada pelos resultados de HPLC e IEF realizou-se a sequenciagédo de DNA dos

genes globinicos B, que revelou uma transi¢gdo G—C levando a uma substituicdo de
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aminoacido Glu—Gln no coddo 121 da cadeia globinica B (c.364G>C; pGlul22GlIn, de
acordo com HGVD). O resultado da sequenciagdo confirmou as suspeitas da presenca

de Hb D-Punjab na forma heterozig6tica. Os dados estdo sumarizados na Tabela 19.
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Figura 30 - HPLC de uma amostra de sangue do individuo 11. No gréfico é perceptivel a
visualizacdo de trés elui¢des de Hbs referentes a Hb Ay, Hb A, e Hb D-Punjab.
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Figura 31 - IEF de um hemolisado do individuo 11. A parte inferior corresponde a amostra do
individuo 11 e a parte superior a uma amostra controlo normal.
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Tabela 19 - Parametros hematolégicos e moleculares do individuo 11.

Pardmetros

Género/ldade Feminino
HGB (g/dL) 16,5
VGM (fL) 47,6

Hb A, (%) 2.1

Hb F (%) 0.3

Hb D (%) 38,6
Perfil HPLC ADA2
Perfil IEF AD

Pela andlise in silico previu-se que esta mutacdo resultava numa mutacéo
benigna para a molécula (PSIC difference score 0.008). O Project Hope revelou que o
residuo de glutamato ndo é conservado nesta posicao, e que outros residuos tém sido
observados nesta. Por isso, esta mutagdo provavelmente ndo € prejudicial para a
proteina. O residuo original (glutamato) e o residuo mutante (glutamina) diferem na
carga (Figura 32). O residuo original é carregado negativamente, enquanto que o
residuo mutante é neutro. A diferenca de carga iré disturbar a interaccao iénica realizada
pelo residuo original, o que pode causar perda de interacgdes entre outras moléculas. As
diferencas entre os residuos original e mutante podem levar a distlrbios na superficie de

interac¢do e assim afectar a ligacdo do anel tetrapirrélico.
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Figura 32 - Localizagdo da mudanca estrutural causada pela mutacéo ¢.364G>C; pGlu122GIn (Hb
D-Punjab). (A) Residuo original (Glutamato); (B) Residuo mutante (Glutamina).

11. Individuo 12

Os pardmetros hematoldgicos do individuo 12 foram obtidos, e revelaram ser
normais. A andlise das Hbs por HPLC revelou niveis de Hb F normais e um pico
elevado no tempo de retencdo da Hb A, (Figura 33). Uma vez que os niveis de Hb A2
eram muito elevados, mas o hemograma do individuo estava normal suspeitou-se que o
individuo podia ser portador de uma variante de Hb. De modo a confirmar esta suspeita
realizou-se a sequenciagdo de DNA dos genes globinicos B, que revelou uma transi¢do
G—A dando origem a uma substitui¢do de aminoacido Glu—Lys no coddo 26 da cadeia
globinica B (¢.79G>A; pGlu27Lys, de acordo com HGVD) (Figura 34). Esta mutagéo
encontrava-se na forma heterozigética e corresponde a variante Hb E. Os dados estdo

sumarizados na Tabela 20.
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Figura 33 - HPLC de uma amostra de sangue do individuo 12. No gréafico é perceptivel a
visualizacéo de duas eluicdes de Hbs referentes a Hb Ag e Hb A,.
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Figura 34 - Sequéncia de DNA de um fragmento do exdo 1 de HBB mostrando a mutagao ¢.79G>
A; pGlu27Lys, em heterozigotia.

Tabela 20 - Parametros do estudo das Hbs do individuo 12.

Parametros

Género/ldade Feminino
Hb A+ X (%) 255

Hb F (%) 0.8

Perfil HPLC AXA2

Por analise in silico previu-se que esta mutacdo afectava a funcdo da proteina
(SIFT score 0,02). O Project Hope revelou que o residuo glutamina nesta posicdo é

muito conservado, no entanto tem-se verificado a presenca de outros tipos de residuos
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nesta posicdo também, tal como o residuo de lisina. O residuo de glutamina esta
localizado a superficie da proteina, e uma mutacdo neste residuo pode perturbar as
interaccdes com outras moléculas ou outras partes da proteina. O residuo original
(glutamina) e o residuo mutante (lisina) diferem no tamanho e carga (Figura 35). O
residuo mutante é maior do que o residuo original. Este dltimo € carregado
negativamente, e o residuo mutante est4 carregada positivamente. A diferenca de carga
ird perturbar a interaccdo ionica feita pelo residuo original, perturbando a superficie de

interac¢do e assim afectando a ligacdo do anel tetrapirrolico.

C (¢

Figura 35 - Localiza¢do da mudanca estrutural causada pela mutacdo ¢.79G> A; pGlu27Lys (Hb
E). (A) Residuo original (Glutamato); (B) Residuo mutante (Lisina).

12. Individuo 13

Os parametros hematoldgicos do individuo 13 foram obtidos e demonstraram
niveis de VGM e HGM abaixo dos valores de referéncia. A analise das Hbs por HPLC
revelou niveis de Hb F e Hb A2 aumentados e dois picos anormais antes do tempo de
retencdo da Hb A, (Figura 36). A analise da composicdo de Hbs e mobilidade
electroforética foi realizada por IEF, que revelou a presenga de uma banda com

mobilidade electroforética correspondente a Hb Lepore (Figura 37). De modo a verificar
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a veracidade deste resultado realizou-se MLPA dos genes globinicos 3, que revelou uma
deleccdo entre a posicdo nucleotidica 87 do gene globinico & até a 116 do gene
globinico B dando origem a uma hemoglobina hibrida [(d through 87; B from 116)
NG_000007.3:9.63632_71046del, de acordo com HGVD)]. Esta variante de Hb é a Hb
Lepore-Washington-Boston e encontrava-se na forma heterozig6tica. Através dos
resultados provenientes do PCR em tempo real tratados no REST 2009 foi obtido o
racio mRNA o/f do individuo, que foi de 1,8. Os dados estdo sumarizados na Tabela

21.
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Figura 36 - HPLC de uma amostra de sangue do individuo 13. No gréfico é perceptivel a
visualizacdo de cinco elui¢es de Hbs referentes a Hb F, Hb X, Hb Ay e Hb A,.
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Figura 37 - IEF de um hemolisado do individuo 13. A parte superior corresponde a amostra do
individuo 13 e a parte inferior a uma amostra controlo normal.
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Tabela 21 - Parametros hematolégicos e moleculares do individuo 13.

Pardmetros

Género/ldade Masculino/47
Récio mRNA o/f 1.8

HGB (g/dL) 15,8
VGM (fL) 72,6
HGM (pg) 24,8
Reticulécitos 1,16

Hb A, (%) 4

Hb F (%) 45

A0 (%) 778

P2 (%) 4.1

P3 (%) 45

Perfil HPLC AlepFA2

13. Individuo 14

Os parametros hematoldgicos do individuo 14 foram obtidos e encontravam-se
dentro dos valores de referéncia. A analise das Hbs por HPLC revelou niveis de Hb A e
Hb F dentro dos valores normais, e um pico anormal antes do tempo de retencéo
correspondente a Hb Ay (Figura 38). A andlise da composicdo de Hbs e mobilidade
electroforética foi realizada por IEF, que revelou uma banda com mobilidade
electroforética diferente da Hb A (Figura 39). Estes resultados pressupunham a presenca
de uma variante de Hb, por isso foi realizada a sequenciacdo de DNA dos genes
globinicos B, que revelou uma transigdo A—G dando origem a uma substituicdo de

aminoacido Lys—Glu no codao 95 da cadeia globinica B (c.286A>G; pLys96Glu, de
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acordo com HGVD) (Figura 40). Desta forma confirmou-se a presenga de uma variante

de Hb, a Hb N-Baltimore, na forma heterozigética. Os dados estdo sumarizados na

Tabela 22.
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Figura 38 - HPLC de uma amostra de sangue do individuo 14. No gréfico é perceptivel a
visualizacéo de trés elui¢des de Hbs referentes a Hb X, Hb Ay e Hb A,
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Figura 39 - IEF de um hemolisado do individuo 14. A parte de superior é referente a uma amostra
controlo e a parte inferior corresponde a amostra do individuo 14, onde é possivel visualizar duas

bandas. Estas bandas correspondiam & Hb A e a uma variante de Hb.
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Figura 40 - Sequéncia de DNA de um fragmento do ex&o 2 de HBB mostrando a mutagéo c.286A>
G; pLys96Glu, de acordo com HGVD, em heterozigotia.

Tabela 22 - Parametros do estudo das Hbs do individuo 14.

Pardmetros

Hb A, (%) 2

Hb F (%) 0.8
A0 (%) 41.4
P2 (%) 6.7

P3 (%) 47.3
Perfil HPLC AXA2
Perfil IEF AX

Por analise in silico previu-se que esta mutacdo podia ser tolerada relativamente
a funcdo da proteina (SIFT score 0,07), e resultar num fen6tipo benigno para a molécula
(PSIC difference score 0,180). Pelo Project Hope verificou-se que a posi¢do do residuo
de lisina é muito conservada, embora outros residuos tenham sido observados nessa
posicdo. O residuo original (lisina) e o residuo mutante (glutamato) diferem na carga e
no tamanho (Figura 41). O residuo mutante € menor do que o residuo original, o que
podera levar a perda de interac¢bes externas. O residuo original esta carregado
positivamente, e 0 mutante negativamente, o que pode condicionar contactos com outras
moléculas. Estas diferencas entre os residuos original e mutante levardo possivelmente a

perturbacgdes na superficie de interacgdo e assim afectar a ligacdo do anel tetrapirrélico.
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Figura 41 - Localizagcdo da mudanca estrutural causada pela mutagdo c.286A> G; pLys96Glu (Hb
N-Baltimore). (A) Residuo original (Lisina); (B) Residuo mutante (Glutamato).

14. Individuo 15

A anélise das Hbs por HPLC do individuo 15 revelou niveis de Hb A, Hb F e
Hb A, normais, no entanto o pico desta Gltima apresentava-se ligeiramente mais largo
que o normal (Figura 42). A fim de avaliar a composicdo de Hbs e mobilidade
electroforética relativa, o hemolisado do portador da variante foi analisado por IEF e por
electroforese em acetato de celulose. Com a técnica de IEF ndo foi possivel destacar a
presenca de uma variante de hemoglobina. De facto, como mostrado na Figura 43, o
hemolisado tem uma Unica componente com mobilidade electroforética igual & da Hb
A. A electroforese em acetato de celulose revelou a presenga de uma banda anormal
referente a uma variante de Hb (Figura 44). Uma vez que estes resultados pressupunham
a presenca de uma variante de Hb, realizaram-se duas técnicas que evidenciavam as
cadeias globinicas, HPLC em fase reversa e AUT-PAGE. No HPLC de fase reversa
verificou-se a presenca de trés picos relativos as cadeias globinicas, um pico relativo a
cadeia p mutada e outro a cadeia f normal e um pico relativo a cadeia o (Figura 45). A
electroforese em condicbes desnaturantes (AUT-PAGE) revelou duas bandas,

correspondentes as cadeias o e B (Figura 46). De modo a confirmar a presenca de uma
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variante de Hb realizou-se a sequenciacdo de DNA dos genes globinicos B foi realizada
e revelou uma transigdo C—T dando origem a uma substituicdo de aminoécido
Pro—Leu no coddo 5 da cadeia globinica B (c.17C> T; pPro6Leu, de acordo com
HGVD). Esta mutacdo corresponde a variante Hb Aix-les-Bains e encontrava-se na
forma heterozigotica. A afinidade para o oxigénio da variante de Hb foi determinada em
Tris/HCI 0.1 M NaCl 0.1 M ao valor de pH 7.4, quer na auséncia quer na presenca de
2,3-DPG, a 37°C. Na auséncia e na presenca de 2,3-DPG ndo existiam diferengas
aprecidveis entre as propriedades funcionais dos dois sistemas, e por isso as
propriedades de ligacdo do hemolisado ao O, eram idénticas as propriedades do

hemolisado normal (Figura 47). Os dados estdo sumarizados na Tabela 23.
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Figura 42 - HPLC de uma amostra de sangue individuo 15. No gréafico € perceptivel a visualizacao
de duas eluicbes de Hbs referentes a Hb Ay e Hb A,.
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Figura 43 - IEF de um hemolisado do individuo 15. A parte inferior corresponde a amostra do
individuo 15 e a parte superior a uma amostra controlo normal.
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Figura 44 - Electroforese de acetato de celulose de uma amostra de sangue do individuo 15. A parte
inferior corresponde a amostra do individuo 15 e a parte superior a uma amostra controlo normal.
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Figura 45 — HPLC de fase reversa das globinas de uma amostra de sangue do individuo 15.

Figura 46 - AUT-PAGE das cadeias globinicas do hemolisado do individuo 15. A parte superior
corresponde ao hemolisado do individuo 15 e a parte inferior a uma amostra controlo normal.
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Figura 47 - Afinidade para o oxigénio (logpss) de um hemolisado normal (losango azuis) e variante
Hb Aix-les-Bains (quadrado vermelho). CondigBes experimentais: tampdo 0.1 M Bis-Tris ou
Tris/HCI + 0.1 M NaCl, na auséncia (simbolos preenchidos) e na presenca de 2,3-DPG, a 37°C.

Tabela 23 - Parametros do estudo das Hbs do individuo com Hb Aix-les-Bains.

Parametros

Género/ldade | Masculino

Hb A, (%) 2.6

Hb F (%) 0.2

Perfil HPLC AA2

Perfil IEF AA2

Por analise in silico, previu-se que a mutacdo resulta num fendtipo
provavelmente prejudicial para a molécula (PSIC difference score 1,000). O Project
Hope demonstrou que o residuo original (prolina) esta localizado na superficie da
proteina, e que uma mutacdo deste residuo pode perturbar as interac¢cbes com outras
moléculas ou outras partes da proteina. O residuo original difere em tamanho do residuo

mutante (leucina), sendo que este ultimo é maior (Figura 48). As diferencas entre os
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residuos original e mutante podem levar & perturbacdo da superficie de interac¢éo e,

assim, afectar a ligacao do anel tetrapirrolico.

Figura 48 - Localizacdo da mudanca estrutural causada pela mutacéo ¢.17C> T; pPro5Leu (Hb Hb
Aix-les-Bains). (A) Residuo original (Prolina); (B) Residuo mutante (Leucina).

15. Individuos 16 e 17

Os pardmetros hematolégicos do individuo 16 foram obtidos e demonstraram
niveis de HGB ligeiramente abaixo do normal, e de reticulécitos acima do normal.
Anélise das Hbs por HPLC revelou niveis de Hb A, e Hb F e um pico anormal logo
depois do pico com tempo de retencdo correspondente a Hb A, (Figura 49). A anélise da
composicdo de Hbs e mobilidade electroforética foi realizada por IEF, que revelou uma
banda anormal correspondente a uma variante de Hb (Figura 50). Estes resultados
evidenciam a presenca de uma variante de Hb. De modo a confirmar esta suspeita
realizou-se a sequenciacdo de DNA dos genes globinicos B, que revelou uma transi¢ao
GC—TT dando origem a uma substitui¢do de aminoacido Ala—Phe no coddo 142 da
cadeia globinica B [(c.427G> C; ¢.428C>T) pAlal43Phe, de acordo com HGVD). A
mutacdo do individuo estava na forma heterozigotica. Os dados estdo sumarizados na

Tabela 24.
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Figura 49 - HPLC das Hbs de uma amostra de sangue do individuo 16. No grafico é perceptivel a
visualizacéo de trés elui¢des de Hbs referentes a Hb X, Hb Ay e Hb A,.
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Figura 50 - IEF das Hbs de um hemolisado do individuo 16. A parte inferior corresponde a amostra
do individuo 16 e a parte superior a uma amostra controlo multiplo.

Para além deste individuo, esta mutacdo foi ainda detectada noutro individuo
correlacionado (17). A analise das Hbs por HPLC revelou niveis de Hb A, normais, de
Hb F elevados e um pico anormal logo depois do pico com tempo de retencdo
correspondente a Hb Ao (Figura 51). A analise da composi¢do de Hbs e mobilidade
electroforética foi realizada por IEF, que revelou uma banda anormal correspondente a
uma variante de Hb (Figura 52). Através destes resultados criou-se a suspeita da
presenca de uma variante de Hb. De modo a confirmar esta suspeita realizou-se a
sequenciacdo de DNA dos genes globinicos B, que revelou uma transicio GC—TT

dando origem a uma substituicio de aminoacido Ala—Phe no coddo 142 da cadeia
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globinica B [(c.427G> C; ¢.428C>T) pAlal43Phe, de acordo com HGVD]. A mutagdo

do individuo estava na forma heterozigética. Os dados estdo sumarizados na Tabela 24.

Time (min.)

Figura 51 - HPLC das Hbs de uma amostra de sangue do individuo 17. No grafico é perceptivel a
visualizac¢éo de quatro elui¢des de Hbs referentes a Hb F, Hb X, Hb Ay e Hb A,.
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Figura 52 - IEF das Hbs de um hemolisado do individuo 17. A parte superior corresponde a
amostra do individuo 17 e a parte inferior a uma amostra controlo multiplo.
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Tabela 24 - Parametros hematol6gicos e moleculares dos individuos com 16 e 17.

Parametros 16 17
Género/ldade Feminino/19 | Feminino/1 dia
HGB (g/dL) 11,1

VGM (fL) 105,9

HGM (pg) 28,3

Reticulécitos 2,49

Hb A; (%) 3 0.6
Hb F (%) 0.2 65.1
X (%) 37.9 13.4
Perfil HPLC AXA2 FAX
Perfil IEF AXA2 FAX

Por anélise in silico, prevé-se que esta mutacdo podia afectar a funcdo da
proteina (SIFT score 0,00), e resultar em danos provéveis na molécula (PSIC difference
score 0,999). Pelo Project Hope verificou-se que o residuo de alanina se localiza no
interior da proteina num dominio importante para a ligacdo de outras moléculas, mas
ndo esta em contacto directo com o ligante. No entanto, a mutacdo pode prejudicar a
estabilidade local, que por sua vez pode afectar os contactos a ligandos realizados por
outros residuos vizinhos. A alanina nesta posicdo ndo é conservada, no entanto o
residuo de fenilalanina ndo tem sido observado nesta posi¢cdo em outras sequéncias
homdlogas e por isso é possivel que a mutagdo seja prejudicial para a proteina. O
residuo original (alanina) e o residuo mutante (fenilalanina) diferem no tamanho, sendo
que este ultimo é maior (Figura 53). Desta forma, o residuo mutante pode ndo ser

demasiado grande para encaixar na posicdo referida. As diferencas entre os residuos
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original e mutante podem levar a distarbios no interior da estrutura e assim afectar as
propriedades de ligagé&o.

Através das MD simulations para o estudo do efeito da mutacdo na estrutura e
funcéo da Hb, identificou-se o local onde esta situada a mutacdo CD142 Ala>Phe, e os
residuos que podem ficar afectados por esta (Figura 54). Estes residuos sdo a Tyr 145,
Val 98, e histidina proximal. Verificou-se também que a mutagdo pode levar a alguma
perturbacdo na estrutura da Hb, como relevado pela distribuicdo dos angulos de torgéo

(Figura 54 e Figura 55).

A

Figura 53 - Localizagdo da mudanga estrutural causada pela mutacdo [(c.427G> C; c.428C>T)
pAlal43Phe. (A) Residuo original (Alanina); (B) Residuo mutante (Fenilalanina).

Figura 54 - Captacéo da regido de interesse da mutagdo depois de 100 nanosegundos. A - O residuo
Ala p142 estd perto da Tyr p145 que tem um hidrogénio ligado a Val $98, um hidrogénio deste
Gltimo residuo estd a histidina proximal. B - O residuo Phe B142 ndo perturbam em 100
nanosegundos a ligacéo de hidrogénio envolvendo Tyr $145, Val 98 e a histidina proximal.
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Figura 55 - Distribuicdo de probabilidade do angulo de tor¢cdo CA-CB-CG-ND da histidina
proximal da subunidade B obtido durante simulagdes de 100 nanosegundos. O valor ¢ ligeiramente
perturbado pela mutacio CD142 Ala—Phe. A linha colorida a preto corresponde & Hb A e a linha
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16. Individuo 18

Os parametros hematologicos do individuo 18 foram obtidos e apresentavam
niveis de HGB e HGM ligeiramente diminuidos, e de reticuldcitos ligeiramente
aumentados. A anélise das Hbs por HPLC revelou niveis de Hb A2 e Hb F e um pico
anormal elevado antes do tempo de retencdo da Hb Ao (Figura 56). De modo a avaliar a
composicdo de Hbs e mobilidade electroforética relativa, submeteu-se o hemolisado do
propdsito a IEF comparando-o com um controlo Hb A. De facto verifica-se a presenca
de uma variante, pela banda anormal observada (Figura 57Error! Reference source
not found.). Na analise das Hbs por electroforese em acetato de celulose detectou-se
uma banda com mobilidade electroforética distinta da Hb A, referente a uma variante de
Hb (Figura 58). De forma a verificar-se a existéncia de tetrdmeros normais e anormais
realizou-se SDS-PAGE, que ndo revelou a existéncia de tetrameros anormais (Figura
59). A fim de avaliar as cadeias globinicas da amostra do individuo 18 realizaram-se as

técnicas de HPLC de fase reversa e AUT-PAGE. No HPLC de fase reversa verificou-se
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a presenca de um pico relativo a cadeia § normal e um pico relativo a cadeia a (Figura
60), e o racio entre as cadeias o/f foi de 1,51. Na electroforese em condi¢des
desnaturantes (AUT-PAGE), o hemolisado do propdsito foi comparado com o
hemolisado de Hb A, e verificou-se que no hemolisado de Hb A apareciam duas bandas
correspondentes as cadeias o ¢ B, ¢ no hemolisado do proposito aparecia uma banda
adicional mais anddica que o normal (Figura 61). De modo a comprovar as suspeitas
levantadas pelos resultados anteriores realizou-se a sequenciacdo de DNA dos genes
globinicos B, que revelou uma insergdo de 11 coddes, entre o coddo 47 e 48 da cadeia
globinica B, e possivelmente uma deleccdo de 33 bp dos nucleodtidos 521 ao 553, da
sequéncia de intervencdo 2, e a presenca de uma sequéncia ndo reconhecivel entre os
nucleétidos 555 e 576, da sequéncia de intervengdo 2 (Figura 62). A mutacdo do
individuo estava na forma heterozigética. Foram realizados ainda testes funcionais, teste
de estabilidade e teste de afinidade para o oxigénio. O teste de estabilidade com
isopropanol foi nitidamente positivo, pois 0 hemolisado precipita ap6s 30 minutos de
incubacdo a 37°C. Os pardmetros de ligacdo do oxigénio com a variante de
hemoglobina do hemolisado foram obtidos em funcdo do pH, a 37°C, na presenca ou na
auséncia de 2,3-DPG e comparado com um controlo Hb A (Figura 63 e Figura 64). Na
auséncia e na presenca de 2,3-DPG ndo existem diferencas apreciaveis entre as
propriedades funcionais dos dois sistemas. A cooperatividade da ligacdo do oxigénio
com a Hb do hemolisado (26% de variante de Hb) é indicada pelo valor do coeficiente
de Hill nsp, que é muito semelhante ao do controlo Hb A, na auséncia de 2,3-DPG. Na
presenca deste co-factor fisiolgico, 0 nsg € ligeiramente inferior (nsp=2.1) em relagdo

ao hemolisado normal (nsp=2,6). Os dados estdo sumarizados na Tabela 25.
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Figura 56 - HPLC das Hbs de uma amostra de sangue do individuo 18. No grafico é perceptivel a
visualizacdo de trés elui¢fes de Hbs referentes a Hb X, Hb Ag e Hb A,.

Figura 57 - IEF das Hbs de um hemolisado do individuo 18. A parte superior corresponde a
amostra do proposito e a inferior a um controlo normal. Na amostra do propdsito é possivel
visualizar duas bandas, uma referente & Hb A e outra a uma variante de Hb.
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Figura 58 - Electroforese em acetato de celulose de uma amostra de sangue do individuo 18. A parte
superior corresponde & amostra do individuo 18 e a parte inferior a uma amostra controlo normal.
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Figura 59 — SDS do tetramero de um hemolisado do individuo 18. A parte superior corresponde a
amostra do individuo 18 e a parte inferior a uma amostra controlo normal
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Figura 60 - HPLC de fase reversa de uma amostra de sangue do individuo 18. E possivel verificar a
eluicdo do heme, cadeia globinica a e f normais.
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Figura 61 - AUT-PAGE das cadeias globinicas do hemolisado do individuo 18. A parte inferior
corresponde & amostra do individuo 18 e a parte superior a uma amostra controlo normal

. E
possivel visualizar no pogo referente & amostra do individuo, a migracéo de trés cadeias globinicas
uma ¢ e  normais e uma f anormal.

89



F F E 8 F G D L 8
TCTTTGAGTCCTTTGGGGATTGGACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTTGGEGGATCTGTCCAC

rCrrrenGrCCrrreeee@ATrTGG ACCCAGAGGTTICTITITGAGTCCTTTGGGGEA

adl Fa AN

s

Figura 62 - Sequéncia de DNA de uma parte do ex8o 2 mostrando a inserc¢éo de 33 pb.
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Figura 63 - Efeito do pH na afinidade do oxigénio (logp50) e cooperatividade (nsy) de hemolisados
normais (simbolos abertos) e da variante Hb Ponta Delgada (simbolos fechados). CondicGes
experimentais: tampao 100 mM Bis-Tris ou Tris/HCI + 100 mM NaCl, na auséncia de 2,3 DPG, a
37°C.
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Figura 64 — Efeito do pH na afinidade ao oxigénio (log p50) e cooperatividade (n50) de hemolisados
normais (simbolos abertos) e da variante Hb ponta Delgada (simbolos fechados). CondicGes
experimentais: tamp&o 100 mM Bis-Tris ou Tris/HCI + 100 mM NacCl, na presenga de 2,3-DPG, a
37°C.
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Tabela 25 - Parametros hematolégicos e moleculares do individuo 18.

Pardmetros

Género/ldade Feminino/34
Racio cadeias o/ 1,51
HGB (g/dL) 11,1
VGM (fL) 89,9
HGM (pg) 24,9
Reticulécitos 2,8
Hb A, (%) 3.2
Hb F (%) 1.3

X (%) 26.4
Perfil HPLC AXA2
Perfil IEF AXA2
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1. Variantes descritas

1.1. Individuo 1 - Hb Koln

Através da sequenciacdo dos genes globinicos B foi possivel identificar a Hb
Koln (c.295G>A; pVal99Met, de acordo com HGVD) na forma heterozigética no

individuo 1.

O residuo de valina no codao 98 (FGS5) da cadeia globinica B est4d localizado
internamente e envolvido no contacto heme. No estado desoxi da hemoglobina este
residuo localiza-se na interface alf2. O residuo de valina tem como cadeia lateral um
grupo hidrocarbonado alifatico grande, que confere a este residuo carga neutra a pH 7.4
e propriedades apolares. Por outro lado o residuo de metionina tem como cadeia lateral
um grupo hidrocarbonado largo com um grupo tioéter, que confere a este residuo carga
neutra a pH 7.4 e propriedades apolares (Berg et al., n.d.) (Campbell & Farrell, 2006).
Os residuos de valina e metionina tém em comum a carga e a polaridade, no entanto o
residuo de metionina tem na sua cadeia lateral um atomo de enxofre. Este atomo de
enxofre no interior do tetrdmero vai destabilizar o contacto alfl. Desta forma, a
substituicdo da valina por metionina na hélice FG5 altera a configuracdo estérica da
cadeia globinica f3, e, ou altera a reac¢do de redugdo do ferro ou resulta num aumento da
conversdo de metemoglobina em Hb desnaturada. Quando a Hb Koln estd na
conformacdo oxigenado, a molécula é saturada com grupos heme, e é estavel. A
transicdo para o estado desoxigenado resulta na perda de grupos heme, instabilidade,
precipitacdo e formacéo de corpos de Heinz, e no aumento da afinidade para o oxigénio.
(Miranda, Fonseca, & Figueiredo, 1997)(Galacteros et al., 1989) (Horst, Oehme, &

Kohne, 1986) (Marengo-Rowe, 2006) (Sarnaik, 2005)(Jacob & Winterhalter,
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1970)(Eisinger, Flores, Tyson, & Shohet, 1985)(Sharma, Noble, & Ranney, 1974)(H
Wajcman, Buckova, Haidas, & Labje, 1971). Desta forma a mutagéo pode perturbar a
funcdo, estrutura e estabilidade da proteina como comprovado pelos testes

computacionais.

Esta variante esta reportada na literatura, na forma heterozigotica, e apresenta-se
com um quadro de anemia hemolitica severa e reticulocitose, efeito de 2,3-DPG normal,
afinidade para o oxigénio aumentada e instabilidade (revelada pela precipitacdo em
corpos Heinz). Estd reportado que é possivel detectar esta variante através de
electroforese de citrato de agar, por HPLC de fase reversa. A Hb Kdéln é também
conhecida como Hb San Francisco (Pacifico) e Hb Ube-1. (Pedersen et al.,
1973)(Sharma et al., 1974)(H Wajcman et al., 1971) (Marengo-Rowe, 2006) (Sarnaik,
2005)(Jacob & Winterhalter, 1970) (Miranda et al., 1997)(Galacteros et al., 1989)
(Horst et al., 1986) (Horst, Oehme, Kleihauer, & Kohne, 1984) (Eisinger et al., 1985)

De acordo com HbVar database estdo identificadas cerca de 220 variantes [
instaveis. No coddo 98 existem mais quatro diferentes mutacdes descritas, na forma
heterozigdtica: Hb Phou Bia (B98(FG5) Val>Leu), Hb Mainz (B98(FG5) Val>Glu), Hb
Djelfa (B98(FG5) Val>Ala) (G Gacon et al., 1977) (Gcrard Gacon, Wajcman, &
Cosson, 1975), Hb Nottingham (B98(FG5) Val>Gly) (Gordon-Smith et al., 1973)
(Brabec et al., 1994). Todas estas variantes sdo causadas por uma mutacdo que leva a
distorcdo da cadeia globinica e consequentemente os tetrameros de Hb tendem a
dissociar-se dentro do glébulo vermelho, e as cadeias globinicas anormais precipitam
como resultado da oxidacdo de grupos sulfidril expostos (Gordon-Smith et al., 1973). A
Hb Phou Bia apresenta um quadro hematoldgico normal e € a Unica das quatro variantes
descritas neste coddo, que ndo tem informacao acerca da sua instabilidade. A Hb Mainz

é apresentada com anemia hemolitica severa e instabilidade, e é possivel identifica-la
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através de HPLC em fase reversa. A Hb Djelfa precipita em corpos Heinz, revela ligeira
reticulocitose, efeito de Bohr normal e é possivel identifica-la por IEF e HPLC de fase
reversa (G Gacon et al., 1977)(Gcrard Gacon et al., 1975). A Hb Nottingham apresenta-
se com um quadro de anemia hemolitica severa e reticulocitose, precipitacdo em corpos
Heinz, dissociagdo do seu heme e pode ser identificada por HPLC de fase reversa
(Gordon-Smith et al., 1973)(Brabec et al., 1994). Estas duas Gltimas variantes, Hb
Djelfa e Hb Nottingham, s&o instaveis, apresentam elevada afinidade para o oxigénio e

cooperatividade diminuida.

1.2. Individuo 2 - Hb Leiden

O individuo 2 é portador da Hb Leiden (c.22_24delGAG; pGlu6/7Stop, de
acordo com HGVD), como comprovado pela realizacdo da sequenciacdo dos genes
globinicos B (Figura 10). A Hb Leiden é o resultado da delec¢do do residuo de &cido
glutdmico na posi¢do 6 ou 7 da cadeia globinica B e tem sido descrita em vérias
populagdes, com o quadro de anemia hemolitica ligeira, reticulocitose, e instabilidade.
Esta variante pode ser detectada por HPLC e a mutacdo pode ser confirmada por
sequenciacdo de DNA, como realizada neste estudo (Sanguansermsri, Shimbhu,
Wongvilairat, Pimsorn, & Sanguansermsri, 2003) (Rieder & James, 1976) (Schroeder et
al., 1982) (Perlman, Wiltshire, Stevens, Cassel, & Lehmann, 1981).

Os grupos amino a do terminal N da cadeia f pensam-Se estar envolvidos na
ligacdo de anides simples e fosfatos organicos. A supressdo do residuo quarto ou quinto
da hélice A encurta o terminal N da cadeia B. A Hb Leiden tem uma afinidade de
oxigénio ligeiramente superior em 0,1 M de fosfato, um efeito de Bohr normal, mas

uma resposta anormal para 2,3 difosfoglicerato e hexafosfato de inositol (Nagela,
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Riedera, Bookchina, & G. Watson Jameslll, 1973). A diminuicdo do efeito do co-
factores parece ser devido a uma diminuicdo da forga de ligacdo anidnica que pode ser
atribuida a geometria alterada do local de ligacdo anionica (Bonaventura, Bonaventura,

Amiconi, Antonini, & Maurizio Brunori, 1974).

1.3. Individuo 3 - Hb Saint Louis

Através da realizagdo da sequenciagdo dos genes globinicos [ foi possivel
identificar a variante Hb Saint Louis (c.86T>A; pLeu29GlIn, de acordo com HGVD) na
forma heterozigética no individuo 3. O residuo de leucina no coddo 28 (B10) da cadeia
globinica B esta localizado numa posi¢do interna, perto do grupo heme (Cohen-Solal,
Seligmann, Thillet, & Rosa, 1973). O residuo de leucina tem uma cadeia lateral alifatica
ndo ciclica, que confere a este residuo carga neutra a pH 7.4 e propriedades apolares.
Por outro lado o residuo de glutamina tem uma cadeia lateral com um grupo amida, que
confere a este residuo carga neutra a pH 7.4 e propriedades polares (Berg et al.,
n.d.)(Campbell & Farrell, 2006). Os residuos de leucina e glutamina tém em comum a
carga, mas a sua polaridade diverge. As cadeias laterais de glutamina formam ligacoes
de hidrogénio fortes quando lhe é permitido, no entanto, na cavidade do heme, quase s6
existem grupos hidrofébicos ndo polares. A histidina distal, que estabelece uma ligacdo
de hidrogénio com a glutamina, oscila para dentro na tentativa de fazer contacto. No
entanto, os dois grupos estdo muito afastados, para formar uma boa ligacdo sem a
introducdo de grandes distor¢des nas helices. Este problema é resolvido pela introducéo
de uma molécula de &gua, que leva a formacdo de duas ligacdes em vez de uma,
produzindo uma configuracdo relativamente mais estavel (Anderson, 1976). O espaco

na cavidade do heme é muito limitada, de modo a manter moléculas de adgua longe do
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heme. Neste caso, a posi¢do da molécula de agua localiza-se acima do local de ligacado
do oxigenio, num ponto em que as cadeias laterais de proteinas normalmente chegam
perto do heme. Assim, este novo local é ampliado de alguma forma, em duas direc¢des.
A metade superior do heme afasta-se para a esquerda, empurrando a asparagina $102, e
afasta-se para a direita e para baixo forgando a glutamina 28. Com duas moléculas de
agua e uma cadeia lateral de glutamina enclausurada no nucleo da proteina, ocorre o
desdobramento e desnaturacdo de forma relativamente rapida. Desta forma a mutagdo
pode perturbar a funcéo, estrutura e estabilidade da proteina como comprovado pelos
testes computacionais (Anderson, 1976) (S L Thein et al., 1991) (Joelle Thillet, Cohen-

solal, Seligmann, & Rosa, 1976).

A Hb Saint Louis ja tinha sido descrita na literatura com as caracteristicas de
anemia hemolitica cronica, cianose, metemoglobinemia, instabilidade (precipitacdo em
corpos Heinz), efeito de 2,3-DPG diminuido, efeito de Bohr normal, cooperatividade
diminuida e afinidade para o oxigénio aumentada. Através de IEF e HPLC de fase
reversa € possivel detectar esta mutacdo (Cohen-Solal et al., 1973). Esta Hb produz um
fenotipo distinto uma vez que apresenta anemia hemolitica grave associada a
metemoglobinemia (Anderson, 1976). Hb Saint Louis é distinguida de outras Hbs M
devido a sua maior instabilidade e a sua capacidade para formar hemicromos (Joelle

Thillet et al., 1976).

De acordo com HbVar database estdo identificadas cerca de 220 variantes 3
instaveis. No coddo 28 existem mais trés diferentes mutacdes descritas, na forma
heterozigdtica: Hb Chesterfield (28 (B10) Leu>Arg) (S L Thein et al., 1991), Hb
Genova (B28 (B10) Leu>Pro) (Badens, Paolosso, Fossat, Wajcman, & Thuret, 2005) e

Hb Chile (f28 (B10) Leu>Met). Todas estas variantes sdo instdveis. A Hb Chesterfield
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esta associada com um fenétipo talassémico. A Hb Genova apresenta-se com um quadro
de anemia hemolitica congénita grave associada a formacdo de corpos Heinz nos
eritrécitos, e apresenta também cooperatividade diminuida e afinidade para o oxigénio
aumentada. A Hb Chile apresenta-se com um quadro de anemia hemolitica crénica

ligeira e cianose (S L Thein et al., 1991).

1.4. Individuo 4 - Hb Shepherds Bush

Por andlise das Hbs através de HPLC e IEF foi possivel detectar uma variante de
Hb. No caso do HPLC foi perceptivel a eluicdo de uma variante de Hb anormal antes da
eluicdo da Hb A, (Figura 12). A Hb A, estabelece uma interac¢do ionica mais forte com
a coluna em relacdo a variante de Hb. Isto pode dever-se a introducdo de um residuo de
acido aspartico, que a pH 7.4 é negativo e por isso vai ser repelido pela coluna. Desta
forma a variante de Hb anormal vai ser eluida mais rapidamente que a Hb A,. Por outro
lado, na IEF visualizou-se a mobilidade electroforética da variante de Hb em direccéo
ao anodo (Figura 13). O ponto isoeléctrico da variante de Hb é diferente do ponto
isoeléctrico da Hb A, devido a introducdo do residuo de acido aspartico. Através da
realizacdo da sequenciacdo dos genes globinicos B, foi possivel confirmar a presenga de
uma variante de Hb na forma heterozigética, mais especificamente a variante Hb
Shepherds Bush (c.224G> A; pGly75Asp, de acordo com HGVD).

O residuo de glicina no coddo 74 (E18) da cadeia globinica B esta localizado
numa posicdo interna na superficie de uma fenda que se situa entre as hélices E e F,
encontrando-se na vizinhanca da cavidade do heme (Srivastava et al., 1995). O residuo
de glicina tem como cadeia lateral um atomo de hidrogénio, que lhe confere carga

neutra a pH 7.4 e propriedades polares. Por outro lado, o residuo de acido aspartico tem
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uma cadeia lateral com um grupo carboxilo, que lIhe confere carga negativa a pH 7.4 e
propriedades polares. Estes dois residuos de amino&cidos diferem na carga, e no volume
ocupado (Berg et al., n.d.) (Campbell & Farrell, 2006). Desta forma, a introducéo de um
acido amino ionizavel no interior da proteina, tal como o acido aspartico, pode causar
alguma ruptura da interaccdo heme-cadeia globinica. No entanto, estes residuos também
podem ser acomodados nesta posi¢cdo com a cadeia lateral virada para 0 meio aquoso
(Srivastava et al., 1995). Como comprovado pelos testes computacionais, uma mutacao
na posicao 74 da cadeia globinica § pode perturbar a estabilidade da Hb.

A Hb Shepherds Bush ja tinha sido descrita anteriormente com as caracteristicas
de anemia hemolitica ligeira, reticulocitose, formacdo de corpos Heinz (instabilidade),
afinidade para o oxigénio aumentada, e resposta ao 2,3-DPG diminuida (White, Brain,
Lorkin, Lehmann, & Smith, 1970) (May & Huehns, 1972). A caracteristica de
instabilidade descrita na literatura estd de acordo com o0s testes computacionais
relacionados. De acordo com HbVar database existem mais trés diferentes mutacoes
descritas neste coddo, na forma heterozigdtica: Hb Aalborg (B74 (E18) Gly>ArgQ)
(Williamson et al., 1990), Hb Kokomo (B74(E18) Gly>Ser) ¢ Hb Bushwick (B74(E18)
Gly>Val) (Srivastava et al., 1995). A Hb Aalborg apresenta as caracteristicas de
instabilidade (formacdo de corpos Heinz), anemia ligeira, e € possivel detectar esta Hb
por electroforese alcalina (Williamson et al., 1990). A Hb Kokomo caracteriza-se com
anemia hemolitica ligeira, reticulocitose, e é possivel detectar esta Hb por HPLC de
troca cationica. A Hb Bushwich foi encontrada na forma heterozigdtica com
caracteristicas de anemia hemolitica cronica e reticulocitose, e na forma homozigética
com anemia hemolitica cronica severa. O residuo de valina introduzido nesta variante

compromete a integridade da estrutura cadeia globinica-heme. Por isso em ambas as
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formas, a Hb apresenta-se instavel e é possivel detectar esta variante através de HPLC

de fase reversa (Srivastava et al., 1995).

1.5. Individuo 5 - Hb Malmé

Por IEF foi possivel detectar uma variante de Hb, uma vez que se visualizou a
mobilidade electroforética da variante de Hb em direccdo ao catodo (Figura 15). O
ponto isoeléctrico da variante de Hb é diferente do ponto isoeléctrico da Hb A, devido a
introducdo do residuo de glutamina. A presenca de uma variante de Hb, mais
especificamente a Hb Malmé (c. [294C>A ou 294C>G]; pHis98GIn, de acordo com
HGVD), foi comprovada por sequenciacao.

O residuo de histidina no coddo 97 (FG4) da cadeia globinica B esta localizado
numa posic¢do externa e envolvida com o contacto alB2 (Rosa et al., 2007) (Adachia et
al., 1984) (Giordano et al., 1996). O residuo de histidina tem como cadeia lateral um
anel imidazol, que Ihe confere carga neutra/positiva e propriedades polares. Por outro
lado o residuo de glutamina tem uma cadeia lateral com um grupo amida, que confere a
este residuo carga neutra a pH 7.4 e propriedades polares (Berg et al., n.d.) (Campbell &
Farrell, 2006). A histidina na posi¢ao 97 ¢ um dos residuos que esta envolvido na
interface a1B2 (e a2B1) da Hb humana. Considerando que a transi¢do quaternaria T—>R
envolve grandes alteracdes conformacionais na interface a1p2 (ou a2f1), a histidina da
posicdo 97 pode ser um residuo chave para a modulagdo da transicdo alostérica, e
portanto para as propriedades funcionais (Rosa et al., 2007)(Adachia et al., 1984)
(Giordano et al., 1996). Deste modo, substituicGes neste residuo disruptam o contacto
intra-hélice da histidina que provavelmente é essencial para a manutencdo da forma

correcta da hélice FG (Giordano et al., 1996). Como comprovado pelos testes
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computacionais, uma mutacdo na posi¢do 97 da cadeia globinica B pode perturbar a
estabilidade e estrutura da Hb.

A Hb Mélmo estd descrita na literatura, e caracteriza-se com eritrocitose,
afinidade de oxigénio aumentada, cooperatividade e efeito de Bohr diminuidos, e efeito
de 2,3-DPG e estabilidade normais, e é possivel detectar esta variante de Hb através de
IEF e sequenciacdo como revelado neste estudo (J. Thillet et al., 1977) (Zak et al.,
1976). De acordo com HbVar database estdo identificadas cerca de 148 variantes f com
alta afinidade para o oxigénio, e existem mais quatro diferentes mutagdes descritas no
coddo 97, na forma heterozigotica: Hb Moriguchi (f97(FG4) His>Tyr) (Ohba, Imai,
Kumada, Ohsawa, & Miyaji, 1989), Hb Santa Clara (f97(FG4) His>Asn)(Rosa et al.,
2007), Hb Nagoya (B97(FG4) His>Pro)(Ohba et al., 1985), Hb Wood (B97(FG4)
His>Leu) (Taketa, Huang, Libnoch, & Dessel, 1975), e Hb Nagoya [f97(FG4) His>Pro]
(Ohba et al., 1985) A Hb Moriguchi apresenta um quadro hematoldgico, efeito de Bohr
e estabilidade normais, afinidade para o oxigénio ligeiramente aumentada, e é possivel
detectar por IEF. A Hb Santa Clara apresenta quadro hematolégico e estabilidade
normais e é possivel detectar por HPLC de troca cationica. A Hb Wood apresenta-se
com um quadro de eritrocitose, cooperatividade diminuida, afinidade para o oxigénio
aumentada, efeito de Bohr e estabilidade normais, e é possivel de detectar através de
IEF. A Hb Nagoya apresenta-se com um quadro de anemia hemolitica cronica,
cooperatividade diminuida, afinidade para o oxigénio aumentada e instabilidade, e é
possivel detectar por IEF. Os resultados da afinidade ao oxigénio e cooperatividade das
Hb Wood e Hb Nagoya indicam perturbagdo na transicéo alostérica da Hb (Rosa et al.,

2007).
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1.6. Individuo 6 - Hb Vila Real

Por analise das Hbs através de HPLC e IEF foi possivel detectar uma variante de
Hb no individuo 6. No caso do HPLC foi perceptivel a eluicdo de uma variante de Hb
anormal depois da eluicdo da Hb Ao (Figura 17). A Hb A, estabelecer uma interaccéo
i6nica mais fraca com a coluna em relacdo a variante de Hb. Isto pode dever-se a
introducao de um residuo de histidina, que a pH 7.4 é maioritariamente positiva. Desta
forma a variante de Hb anormal vai ser eluida mais lentamente que a Hb Ao. Por outro,
na IEF ndo foi possivel detectar nenhuma banda anormal, visualizando-se apenas uma
banda com mobilidade electroforética correspondente a Hb A (Figura 18). O ponto
isoeléctrico da variante de Hb é igual do ponto isoeléctrico da Hb A. A presenca de uma
variante de Hb, mais precisamente a Hb Vila Real (c110C> A; pPro37His, de acordo
com HGVD), foi comprovada por sequenciacao.

O residuo de prolina no coddo 36 (C2) da cadeia globinica B estd localizado
entre as hélices B e C, e esta envolvido nos contactos alB2 (Salzano et al., 2002)
(Venselaar et al., 2010). O residuo de prolina tem uma cadeia lateral alifatica ciclica,
que confere a este residuo carga neutra a pH 7.4 e propriedades apolares. Este residuo
influencia de forma acentuada a arquitectura da proteina porque a sua estrutura em anel
causa uma elevada restricdo conformacional. Por outro lado, o residuo de histidina tem
como cadeia lateral um anel imidazol, que Ihe confere carga neutra/positiva a pH 7.4 e
propriedades polares (Berg et al., n.d.)(Campbell & Farrell, 2006). O residuo de prolina
tem polaridade diferente do residuo de histidina, e ainda tem caracteristicas
conformacionais especificas. A substituicdo da prolina muda o angulo entre estas
hélices, alterando os contactos entre varios residuos de cadeias al ¢ B2 e originando
alteracdes nas propriedades funcionais, como uma diminuicdo da estabilidade molecular

e um equilibrio entre a desoxi-Hb e oxi-Hb previsivelmente deslocado um pouco para a
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forma oxi-Hb (Salzano et al., 2002) (Venselaar et al., 2010) (M. Bento et al., 2000).
Como comprovado pelos testes computacionais, uma mutacdo na posi¢do 36 da cadeia
globinica 3 pode perturbar a estabilidade da Hb.

A Hb Vila Real esta descrita na literatura, e tem associadas caracteristicas de
eritrocitose, afinidade de oxigénio aumentada, e a sua detec¢do inclui o HPLC de troca
cationica (em que a Hb X elui com Hb A;) e sequenciacdo, tal como aconteceu neste
estudo (Salzano et al., 2002). De acordo com HbVar database est&o identificadas cerca
de 148 variantes B com alta afinidade para o oxigénio, e existem mais trés diferentes
mutacdes descritas no coddo 36, na forma heterozigdtica: Hb Linkdping (B36(C2)
Pro>Thr), Hb North Chicago (B36(C2) Pro>Ser), Hb Sunnybrook (36(C2) Pro>Arg) e
Hb Brie Comte Robert (B36(C2) Pro>Ala). Todas estas variantes de Hb tem elevada
afinidade para o oxigénio, e eritrocitose e em todos os casos ha uma hidrofobicidade
especial das cadeias globinicas §, uma vez que a cadeia globinica  anormal elui depois
das cadeias globinicas o, no HPLC de fase reversa, que pode significar mudancas
conformacionais (M. Bento et al., 2000) (Salzano et al., 2002). A Hb Linkdping
apresenta-se ainda um quadro de instabilidade moderada. A Hb Sunnybrook apresenta
efeito de Bohr ligeiramente alterado. A Hb Brie Comte Robert apresenta efeito de 2,3-

DPG, efeito de Bohr e efeito de inositolfosfato normais, e cooperatividade diminuida.

1.7. Individuo 7 - Hb San Diego
Por HPLC foi possivel detectar uma variante de Hb no individuo 7. Verificou-se
a eluicdo de uma variante de Hb anormal antes da eluicdo da Hb A;. A Hb Ao

estabelecer uma interaccdo ionica mais forte com a coluna em relagéo a variante de Hb.
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Isto pode dever-se a introducdo de um residuo de metionina. A presenca de uma
variante de Hb, mais especificamente a Hb San Diego, foi comprovada por
sequenciacao.

O residuo de valina no codao 109 (G11) da cadeia globinica B esta localizado
numa posicao interna. Este residuo tem como cadeia lateral um grupo hidrocarbonado
alifatico grande, que confere a este residuo carga neutra a pH 7.4 e propriedades
apolares. Por outro lado, o residuo de metionina tem como cadeia lateral um grupo
hidrocarbonado largo com um grupo tioéter, que confere a este residuo carga neutra a
pH 7.4 e propriedades apolares (Berg et al., n.d.)(Campbell & Farrell, 2006). Os
residuos de valina e metionina tém em comum a carga e a polaridade, no entanto o
residuo de metionina tem na sua cadeia lateral um &omo de enxofre. A posi¢do da
mutacdo ndo é critica para a funcéo da proteina, no entanto o residuo de asparagina da
posicao B108 esta localizado no contacto alfl, importante no estado de desoxi-Hb.
Desta forma a mutacao que ocorre no coddo 109 pode interferir com o residuo vizinho e
condicionar o contacto a1B1. Por outro lado, a cadeia lateral do residuo na posi¢ao 3109
age como um espacador entre a hélice G da cadeia B e as hélices B da cadeia B e H da
cadeia a. Este contacto com a hélice H da cadeia a ¢ parte da interface da subunidade
alBl. A substituicdo que caracteriza esta variante ainda perturba directamente trés
residuos: tirosina B35(C1) e histidina a122(H5), e cisteina B112(G14). A cisteina 112
move-se em direccdo a cadeia lateral da metionina, enquanto que a tirosina B35 e a
histidina 122 projectam-se mais para cima, relativamente ao residuo de valina. Os
residuos P112 e B35 estdo envolvidos com os contactos alfl (Nute,
Stamatoyannopoulos, Hermodson, & Roth, 1974) (Anderson, 1974). Como comprovado
pelos testes computacionais, uma mutacdo na posi¢cdo 109 da cadeia globinica  pode

perturbar a estabilidade da Hb.
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A Hb San Diego esté descrita na literatura com um quadro de eritrocitose, efeito
de Bohr e estabilidade normais, cooperatividade diminuida e afinidade para o oxigénio
aumentada (Nute et al., 1974)(Anderson, 1974). De acordo com HbVar database estéo
identificadas cerca de 148 variantes f com alta afinidade para o oxigénio, e existe mais
uma diferente mutagdo descrita no coddo 109, na forma heterozig6tica: Hb Johnstown
(B109(G11) Val>Leu) (Petrides, Beykirch, & Kohne, 2008)(Ropero et al., 2000). A Hb

Johnstown é caracterizada por eritrocitose e alta afinidade para o oxigénio.

1.8. Individuos 8e 9-Hb S

O individuo 8 apresentava um gquadro hematoldgico normal. Por anélise das Hbs
através de HPLC e IEF foi possivel detectar uma variante de Hb. No caso do HPLC foi
perceptivel a eluicdo de uma variante de Hb anormal depois da eluicdo da Hb Ag, e no
tempo de retencdo caracteristico de Hb S (Figura 21). A Hb A, estabelece uma
interaccdo ionica mais fraca com a coluna em relacdo a variante de Hb. Isto pode dever-
se a introducdo de um residuo de valina. Por outro lado, na IEF visualizou-se uma banda
a mobilidade electroforética de variante de Hb em direccdo ao catodo, caracteristica da
Hb S, e uma banda com mobilidade electroforética caracteristica da Hb A (Figura 22).
O ponto isoeléctrico da variante de Hb é diferente do ponto isoeléctrico da Hb A, devido
a introducdo do residuo de valina. Os testes de solubilidade também confirmaram a
presenca de Hb S em heterozigotia. A presenca de uma variante de Hb, mais
especificamente a Hb S (c.20A> T; pGlu7Val, de acordo com HGVD), em heterozigotia
foi comprovada por sequenciagdo (Figura 23). Através do tratamento dos resultados do

PCR em tempo real, no programa REST 2009, foi obtido o racio do mRNA o/f de 0,71.
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O racio de mRNA o/p de individuos normais foi obtido e variou entre 0,93 e
1,28. O racio de mRNA o/p de individuos com talassémia f minor variou entre 1,36 e
1,9, com talassémia f intermédia varia entre 1,81 e 4,81. Nas talassémias o, o racio de
mRNA o/p de individuos com delec¢do alfa 3.7 em heterozigotia variou entre 0,42 e
0,49, com deleccéo alfa 3.7 em homozigotia variou entre 0,38 e 0,39 e o valor médio
para individuos com Hb H é de 0,07.

O récio do mRNA para a Hb S em heterozigotia ndo era o esperado, uma vez
que as variantes estruturais de Hb ndo tém a sintese das cadeias alterada, salvo variantes
estruturais talassémicas. No entanto o resultado pode ser explicado pelo facto da Hb ser
instavel e estar degradada.

O individuo 9 apresentava um quadro hematolégico de anemia e reticulocitose.
Este padrao foi indicativo de uma possivel presenca de uma variante de Hb instavel. Por
andlise das Hbs através de HPLC e IEF foi possivel detectar uma variante de Hb. No
caso do HPLC foi perceptivel a eluicdo de uma variante de Hb anormal depois da
eluicdo da Hb Ay, no tempo de retencdo caracteristico de Hb S e com niveis muito
elevados (Figura 24). A Hb A, estabelece uma interaccdo ionica mais fraca com a
coluna em relacéo a variante de Hb. Isto pode dever-se a introdugdo de um residuo de
valina. Verificou-se ainda niveis de Hb F e de Hb A, elevados. A quantificacdo destes
picos indicou a presenca de Hb S em homozigotia. A Hb F encontrava-se elevada
provavelmente devido ao facto do individuo tomar hidroxiureia no tratamento da
drepanocitose. Por outro lado, na IEF visualizou-se uma banda com mobilidade
electroforética de variante de Hb em direcgdo ao catodo, caracteristica da Hb S (Figura
25). O ponto isoeléctrico da variante de Hb é diferente do ponto isoeléctrico da Hb A,
devido a introducdo do residuo de valina. Os testes de solubilidade também

confirmaram a presenca de Hb S em heterozigotia. A presenca de uma variante de Hb,
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mais precisamente a Hb S (c.20A>T; pGlu7Val, de acordo com HGVD) em
homozigotia foi comprovada por sequenciagdo. Os resultados do PCR em tempo real do
individuo 9 formam computorizados no REST 2009 e obteve-se o racio mRNA o/
revelou de 0,69. Tal como no individuo 8, o racio do mRNA o/p para a Hb S em
homozigotia ndo era o esperado, uma vez que as variantes estruturais de Hb ndo tém a
sintese das cadeias alterada, salvo variantes estruturais talassémicas. No entanto o
resultado pode ser explicado pelo facto de a Hb ser instavel, e estar degradada.

A variante Hb S tem origem na substituicdo de um residuo de &cido glutdmico
por um de valina. O residuo de acido glutamico no coddo 6 (A3) da cadeia globinica 3
esta localizado numa posigdo externa, numa hélice a. O residuo de &cido glutdmico tem
uma cadeia lateral com um grupo carboxilo, que Ihe confere carga negativa a pH 7.4 e
propriedades polares. Por outro lado, o residuo de valina tem como cadeia lateral um
grupo hidrocarbonado alifatico grande, que confere a este residuo carga neutra a pH 7.4
e propriedades apolares (Berg et al., n.d.)(Campbell & Farrell, 2006). Os residuos de
acido glutamico e valina divergem tanto na carga como na polaridade, e o residuo de
valina € incompativel com a hélice a. Desta forma, a Hb S polimeriza na conformagao
desoxigenada, que favorece as interacgdes hidrofébicas entre cada cadeia e as suas
adjacentes, ocorrendo polimeros insollveis. Existem outros residuos na cadeia B que
participam neste processo. A interaccdo da valina na posi¢cdo 6 com a fenilalanina na
posicdo 85, e a leucina na posicdo 88 na sua cadeia par é esterioquimicamente
indisponivel na oxi Hb (Marengo-Rowe, 2006) (Jorge et al., 2012) (Geva et al., 2004).
A Hb S reduzida forma um gel viscoso semi-solido, que consiste em muitos filamentos
finos dispostos paralelamente uns aos outros (tactdides). A formacdo de polimeros
dentro do glébulos vermelhos provoca uma mudanca da sua forma para a forma de foice

que da o seu nome a doenca. A falcizacdo é acompanhada pelo aumento da rigidez,
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perda de deformabilidade, aumento da adesividade a células endoteliais e danos na
membrana dos globulos vermelhos. Todas estas consequéncias afectam adversamente as
propriedades de fluxo dos globulos vermelhos. Isto produz vaso-ocluséo, que configura
um ciclo vicioso de estagnacdo, baixa pO; nos tecidos, acidose tecidual, aumento da
viscosidade, formacdo de polimeros e mais vaso-oclusdo para completar e perpetuar o
ciclo. Os danos na membrana provoca diminuicdo do tempo de vida dos glébulos
vermelhos (15 dias em vez de 120 dias), resultando em anemia hemolitica crénica (Bird,
1972) (Sarnaik, 2005) (D J Weatherall & Clegg, 2001) (Jorge et al., 2012). Como
comprovado pelos testes computacionais, uma mutacao na posi¢do 6 da cadeia globinica
B pode perturbar a estabilidade da Hb.

A Hb S esta descrita na literatura. Em heterozigotia, os individuos sdo normais a
nivel clinico. Em homozigotia, os individuos apresentam um quadro de anemia
hemolitica de gravidade variada (Hartwell et al., 2005) (Breda et al., 2009) (Clarke &
Higgins, 2000) (Emery et al., 2002) (Okoli, Irani, & Horvath, 2009) (Akinsheye et al.,
2011). Os niveis aumentados de Hb F melhoram o quadro clinico, uma vez que tem o
efeito de antipolimerizacdo, pois impede que a formacdo de polimeros na desoxi-Hb
(Akinsheye et al., 2011). As caracteristicas reportadas na literatura estdo em

concordancia com os resultados obtidos.

De acordo com HbVar database existem mais doze mutacGes descritas com
caracteristicas semelhantes & Hb S na cadeia globinica . Estas Hbs tém uma dupla
mutacdo (B6 Glu—Val e outra substituicdo de residuo aminoacido na mesma cadeia
globinica B) (Jorge et al., 2012), que induzem falcizagdo e geralmente assume-se que
estas variantes com dupla substituicdo resultam de crossing over entre cromossomas
que tém a mutacdo Hb S e a segunda substituicdo (Tabela 26). Estas variantes de Hb

sdo: Hb S-South End (B6(A3) Glu>Val AND B132(H10) Lys>Asn), Hb S-Antilles
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(B6(A3) Glu>Val AND B23(B5) Val>lle) (Romana, Gerard, Chout, Krishnamoorthy, &
Marianne-Penin, 2002) (Fabry et al., 1995), Hb S-Clichy (B6(A3) Glu>Val AND
B8(A5) Lys>Thr) (Zanella-Cleon et al., 2009), Hb S-San Martin (B6(A3) Glu>Val AND
105(G7) Leu>Pro), Hb Jamaica Plain (B6(A3) Glu>Val AND [68(E12) Leu>Phe), Hb
C-Ndjamena (B6(A3) Glu>Val AND B37(C3) Trp>Gly) (Bouzid et al., 2011), Hb S-
Oman (B6(A3) Glu>Val AND p121(GH4) Glu>Lys) (Nagel et al., 1998), Hb C-
Ziguinchor (B6(A3) Glu>Val AND B58(E2) Pro>Arg) (Goossens et al., 1975), Hb C-
Harlem (B6(A3) Glu>Val AND B73(E17) Asp>Asn) (Adachi et al., 2003)(Bookchin,
Nagel, & Ranney, 1967), Hb S-Séo Paulo (B6(A3) Glu>Val AND B65(E9) Lys>Glu)
(Jorge et al., 2012), Hb S-Providence (B6(A3) Glu>Val AND B82(EF6) Lys>Asn), Hb
S-Travis (B6(A3) Glu>Val AND B142(H20) Ala>Val) (Moo-penn et al., 1977), Hb S-
Cameroon (B6(A3) Glu>Val AND B90(F6) Glu>Lys), Hb Porto Alegre (B6(A3)
Glu>Val AND B9(A6) Ser>Cys) (Lojo, Santiago-Borrero, Rivera, Renta, & Cadilla,
2011) (Tondo, Salzano, & Rucknagel, 1963). Todas estas variantes apresentam baixa
solubilidade em condicGes desoxi (Geva et al., 2004). A Hb C-Harlem produz células
falciformes pelo mesmo mecanismo da Hb S (Bird, 1972). Algumas Hbs como a Hb S-
Antilles, Hb S-South End, Hb Jamaica Plain, Hb S-Sao Paulo apresentam baixa
afinidade para o oxigenio, podem melhorar a polimerizacéo da variante Hb S, e levam a
manifestagdes da doenca falciforme mesmo em simples heterozigoticos (Jorge et al.,
2012)(Fabry et al., 1995). Ao contrario, algumas Hbs como a Hb S-Travis Hb S-
Providence tém elevada afinidade para o oxigénio (Moo-penn et al., 1977).
Heterozig6ticos de Hb C-Ziguinchor, Hb C-Harlem, Hb S-Oman de Hb S-Travis
apresentam comportamento assintomatico. No entanto, duas variantes que causam
falcizacdo em heterozigoticos, Hb S-Antilles e Hb Jamaica Plain, apresentam 0s

quadros de anemia moderada e severa, respectivamente (Jorge et al., 2012).
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Tabela 26 — Exemplos de variantes de Hb com a mutacdo correspondente a Hb S e outra

substituicio de aminoacido na cadeia globinica f§ (Zanella-Cleon et al., 2009).

Hb S + Hb Saveh

B23 (B5) Val—>lle

Nome Substituicbes de | Fenétipo
aminoacidos
Hb S-Antilles: B6 (A3) Glu—Val Doenca e falcizacdo para heterozigéticos e

em combinagdo com Hb C

Hb S + Hb G-Accra

B73 (E17) Asp—Asn

Hb C-Ziquinchor: B6 (A3) Glu—Val Assintomatico
Hb S + Hb Dhofar B58 (E2) Pro—Arg
Hb C-Harlem: B6 (A3) Glu—Val Anemia de células falciformes em

combinacdo com Hb S

Hb S-Providence:

Hb S + Hb Providence

B6 (A3) Glu—Val

B82 (EF6) Lys—Asn

Assintomatico

Hb S-Oman:

Hb S + Hb O-Arab

B6 (A3) Glu—Val

p121 (GH4) Glu—Lys

Assintomatico ou anemia de células

falciformes ligeira

Hb S + Hb Loves Park

B68 (E12) Leu—Phe

Hb S-Travis: B6 (A3) Glu—Val Assintomatico
Hb S + Hb ndo reportada | f142 (H20) Ala—Val
Hb Jamaica Plain: B6 (A3) Glu—Val Anemia severa

Hb S + Hb néo reportada

B85 (F1) Phe—Leu

Hb S-Cameroon: B6 (A3) Glu—Val Assintomatico

Hb S + Hb Agenogi B90 (F6) Glu—Lys

Hb S-South End: B6 (A3) Glu—Val Assintomatico (?)

Hb S + Hb Yamagata B132 (H10) Lys—Asn

Hb C-Ndjamena: B6 (A3) Glu—Val Anemia das células falciformes em
Hb S + Hb Howick B37 (C3) Trp—Gly combinagdo com Hb S

Hb San Martin: B6 (A3) Glu—Val Anemia hemolitica crénica em

heterozigoticos

Hb S-Clichy:

Hb S + Hb Rio Grande

B6 (A3) Glu—Val

B8 (AS) Lys—Thr

Assintomatico
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1.9. Individuo 10 - Hb C

Por analise das Hbs através de HPLC e IEF foi possivel detectar uma variante de
Hb no individuo 10. No caso do HPLC foi perceptivel a eluicdo de uma variante de Hb
anormal depois da eluicdo da Hb Ao, no tempo de retencdo caracteristico da Hb C
(Figura 27). A Hb A, estabelece uma interac¢do idnica mais fraca com a coluna em
relacdo a variante de Hb. Isto pode dever-se a introducao de um residuo de lisina, que a
pH 7.4 € positivo. Desta forma a variante de Hb anormal vai ser eluida mais lentamente
que a Hb Aq. Por outro lado, na IEF visualizou-se a mobilidade electroforética de uma
variante de Hb em direc¢do ao catodo, caracteristica de Hb C (Figura 28). O ponto
isoeléctrico da variante de Hb é diferente do ponto isoeléctrico da Hb A, devido a
introducdo do residuo de lisina. A presenca de uma variante de Hb, mais
especificamente a Hb C (c.19G> A; pGlu7Lys, de acordo com HGVD), foi comprovada
por sequenciagao.

O residuo de 4cido glutdmico no coddo 6 (A3) da cadeia globinica B esta
localizado numa posicao externa. Este residuo tem uma cadeia lateral com um grupo
carboxilo, que lhe confere carga negativa a pH 7.4 e propriedades polares. Por outro
lado o residuo de lisina tem uma cadeia lateral com um grupo amino, que lhe confere
carga positiva a pH 7.4 e propriedades polares (Berg et al., n.d.) (Campbell & Farrell,
2006). Uma vez que estes residuos possuem carga oposta a pH fisioldgico, podem
ocorrer mudancgas na estrutura da proteina (Bird, 1972) (Giménez et al., 2009) (Vekilov
et al., 2002). Os contactos realizados pelo acido glutamico sdo comprometidos, e as
interaccGes moleculares que a lisina vai estabelecer vao alterar a estrutura da Hb. A
interacgdo electrostatica entre a Hb carregada positivamente (Hb C) e as proteinas do
interior da membrana dos glébulos vermelhos carregadas negativamente levam ao

efluxo de K* causando a desidratacéo celular por reducio drastica do contetido de agua
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dos eritrocitos. A Hb C em condicGes fisioldgicas € menos solivel que a Hb A, e
portanto ocorre a formagdo de cristais intracelularmente (Das & Talukder, 2002)
(Hartwell et al., 2005) (Giménez et al., 2009). Como comprovado pelos testes
computacionais, uma mutagdo na posicdo 6 da cadeia globinica  pode perturbar a
estabilidade da Hb.

A Hb C estd descrita na literatura com quadro de anemia hemolitica ligeira,
presenca de células alvo e cristais intraeritrocitos, na forma homozigética. Na forma
heterozigotica esta variante apresenta-se com microcitose e células alvo, e é possivel ser
identificada por HPLC de troca catidnica e sequenciacdo, como foi verificado pelos
resultados deste estudo (Bird, 1972)(Fairhurst & Casella, 2004) (Sarnaik, 2005) (Clarke
& Higgins, 2000) (Giménez et al., 2009) (Kohne & Kleihauer, 2010) (Kohne,
2011)(Nagababu, Fabry, Nagel, & Rifkind, 2008) (Fairhurst & Casella, 2004) (Vekilov
et al., 2002).

De acordo com HbVar database existem mais 4 variantes 3 com as mesmas
caracteristicas da Hb C. Estas Hbs t€ém uma dupla muta¢do (6 Glu—Lys e outra
substituicdo de residuo aminoacido na mesma cadeia globinica B): Hb Arlington Park
(B6(A3) Glu>Lys AND B95(FG2) Lys>Glu), Hb C-Rothschild (B6(A3) Glu>Lys AND
B37(C3) Trp>Arg), Hb Kingsbury (B6(A3) Glu>Lys AND B98(FG5) Val>Met), Hb C-
New Cross (B6(A3) Glu>Lys AND B83(EF7) Gly>Asp). A Hb Arlington Park apresenta
um quadro clinico normal. A Hb C-Rothschild apresenta um quadro de instabilidade. A
Hb Kingsbury apresenta-se com um quadro de anemia ligeira, microcitose e
instabilidade. Por fim, a Hb C-New Cross tem um quadro clinico normal, no entanto

apresenta instabilidade.
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1.10. Individuo 11 - Hb D-Punjab

O individuo 11 apresentava microcitose e reticulocitose. Por andlise das Hbs
através de HPLC e IEF foi possivel detectar uma variante de Hb. No caso do HPLC foi
perceptivel a eluicdo de uma variante de Hb anormal depois da eluicdo da Hb Ag, num
tempo de retencdo caracteristico da Hb D-Punjab (Figura 30). A Hb A, estabelece uma
interaccdo ionica mais fraca com a coluna em relacdo a variante de Hb. Isto pode dever-
se a introducdo de um residuo de glutamina, que possui carga diferente do residuo de
acido glutdmico. Desta forma a variante de Hb anormal vai ser eluida mais lentamente
que a Hb Ay. Por outro lado, na IEF visualizou-se a mobilidade electroforética da
variante de Hb em direccdo ao catodo, caracteristica da Hb D-Punjab (Figura 31). O
ponto isoeléctrico da variante de Hb é diferente do ponto isoeléctrico da Hb A, devido a
introducdo do residuo de glutamina, que difere do residuo de acido glutdmico na carga.
A presenca de uma variante de Hb, mais precisamente a Hb D-Punjab (c.364G>C;
pGlul22GIn, de acordo com HGVD), foi comprovada por sequenciacao.

O residuo de acido glutdmico no coddo 121 (GH4) da cadeia globinica B esta
localizado numa posicéo externa. O residuo de acido glutdmico tem uma cadeia lateral
com um grupo carboxilo, que Ihe confere carga negativa a pH 7.4 e propriedades
polares. Por outro lado o residuo de glutamina tem uma cadeia lateral com um grupo
amida, que confere a este residuo carga neutra a pH 7.4 e propriedades polares (Berg et
al., n.d.) (Campbell & Farrell, 2006). Este dois residuos tém ambos propriedades
polares, mas a pH fisiologico apresentam cargas diferentes. Desta forma, poderia
ocorrer grandes distarbios na molécula, no entanto a mutacao ndo se encontra num local
critico, como comprovado pelos testes computacionais.

A Hb D-Punjab estd descrita na literatura com um quadro de microcitose,

hipocromia, anemia hemolitica leve, diminuicdo da fragilidade osmotica, e baixa
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afinidade para o oxigénio, e pode ser detectada por HPLC de troca catiénica e
sequenciacgdo (Chernoff, 1958)(Taghavi Basmanj et al., 2011). Esta variante também é
conhecida por Hb D Los Angeles, Hb D-Chicago, Hb D-North Carolina, D-Portugal,
Hb Ok Ridge (Bird, 1972)(Vella & Lehmann, 1974)(Taghavi Basmanj et al., 2011). As
caracteristicas hematologicas descritas na literatura e as técnicas usadas para a deteccéo
da Hb D-Punjab estdo de acordo com os resultados obtidos.

De acordo com HbVar database existem mais quatro diferentes mutagdes
descritas neste coddo, na forma heterozigética: Hb O-Arab (B121(GH4) Glu>Lys)
(Zimmerman, O’Branski, Rosse, & Ware, 1999), Hb Beograd (B121(GH4) Glu>Val)
(Ruvidic et al., 1975), Hb D-Neath (B121(GH4) Glu>Ala), Hb St. Francis (B121(GH4)
Glu>Gly). A Hb O-Arab apresenta um quadro clinico em heterozigotia normal, e em
homozigotia anemia ligeira e microcitose. A Hb Beograd, Hb D-Neath e Hb St Francis

apresentam quadros clinicos normais.

1.11. Individuo 12 - Hb E

O individuo 12 apresentava parametros hematol6gicos normais. Por HPLC foi
possivel detectar um pico anormalmente elevado no tempo de retencdo caracteristico da
Hb A, pressupondo-se a existéncia de uma variante de Hb (Figura 33). A Hb A
estabelece uma interaccdo ionica mais fraca com a coluna em relacdo a variante de Hb.
Isto pode dever-se a introducdo de um residuo de lisina, que a pH 7.4 é positivo. Desta
forma, a variante de Hb anormal € eluida mais lentamente que a Hb Ay, e falseia os
niveis de Hb A,. Na sequenciacdo comprovou-se a presenca de uma variante de Hb,
mais especificamente a Hb E (c.79G>A; pGlu27Lys, de acordo com HGVD), na forma

heterozigo6tica (Figura 34).
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O residuo de 4&cido glutdmico no coddo 26 (B8) da cadeia globinica f ¢ um
residuo invaridvel e estd localizado numa posi¢do externa, perto do contacto alfl
(Chihchuan et al., 1981). O residuo de acido glutdmico tem uma cadeia lateral com um
grupo carboxilo, que lhe confere carga negativa a pH 7.4 e propriedades polares. Por
outro lado, o residuo de lisina tem uma cadeia lateral com um grupo amino, que lhe
confere carga positiva a pH 7.4 e propriedades polares. Uma vez que estes residuos
possuem carga oposta a pH fisiologico, e a posi¢do na cadeia globinica est4 localizada
perto de um contacto importante, a mutacdo vai causar grandes alteragcbes, como
comprovado pelos testes computacionais. A mutacdo que da origem a Hb E activa um
sitio de splicing criptico de mRNA, que resulta na sintese reduzida da cadeia B° e
conduz a um fendtipo de talassémia. A Hb E tem uma interface of3 enfraquecida,
levando a alguma instabilidade durante as condic¢des de grande stress oxidativo (Cohen
et al., 2004)(Olivieri, Pakbaz, & Vichinsky, 2011)(Benz et al., 1981). O residuo de
glutamato da posicéo B26 esta proximo da interface a1p1, forma ligacdes de hidrogénio
com a arginina 30 da hélice B e histidina p117 da hélice G e compensa a acumulagdo
de carga positiva no local. A substituicdo por lisina resulta na perda de ligacdes de
hidrogénio com a concomitante reorientacdo dos residuos proéximos histidina B116 e
histidina B117, levando a instabilidade e propensdao para oxidagdo da Hb. A
instabilidade de Hb E pode ser atribuida a perda de liga¢cdes de hidrogénio do glutamato
26 com arginina 30, e subsequente a perda de ligacao de hidrogénio com fenilalanina
B117. O local de splicing normal compete com este novo local de splicing oculto e
consequentemente o nivel de mRNA da cadeia BF que sofre splicing correctamente é
diminuido. Como resultado a Hb E é sintetizada a uma taxa reduzida e o gene globinico
BE produz sintomas semelhantes aos da forma ligeira de talassémia B (Roche et al.,

2011).
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A Hb E esta descrita na literatura como uma variante talassémica com o fenétipo
B*, instabilidade e sensibilidade ao stress oxidativo. Em heterozigotia apresenta-se com
um quadro de microcitose ligeira, e sem significado clinico, consistente com o0s
resultados obtidos. Em homozigotia, os individuos sdo assintomaticos com anemia
hemolitica ligeira, microcitose e fragilidade osmotica reduzida. No HPLC de troca
cationica esta variante é eluida no mesmo tempo de retencdo da Hb A2, e é possivel
confirmar a presenca da variante em questdo por sequenciagdo dos genes globinicos 3,
consistente com os resultados obtidos neste estudo (Cohen et al., 2004) (Olivieri et al.,
2011) (Benz et al., 1981).

Segundo a HbVar database estdo descritas na literatura cerca de 25 variantes 3
talassémicas: Hb Malay (B19(B1) Asn>Ser), Hb Knossos (B27(B9) Ala>Ser), Hb
Cheterfield (328(B10) Leu>Arg), Hb Monroe (30(B12) Arg>Thr), Hb Medicine Lake
(B98(FG5) Val>Met AND B 32(B14) Leu>GIn), Hb Cagliari (B60(E4) Val>Glu), Hb
Showa-Yakushiji (110(G12) Leu>Pro), Hb Durham-N.C. (114(G16) Leu>Pro), Hb
Hradec Kralove (ou Hb HK) (B115(G17) Ala>Asp), Hb Dhonburi (B126(H4) Val>Gly),
Hb Antalya (B2 - 5 His-Leu-Thr-Pro replaced with His-Ser-Asp-Ser), Hb Agnana
(B94(+TG); modified C-terminal sequence), Hb Jambol (B nts 1046 - 1357 deleted AND
nts AATATATTTTTAATATACTTTTT inserted between nts 1030 and 1031 of B AND
nts CAGGTGCCATCTGTCACCCTTTTCTTTG inserted between nts 1045 and 1358
of B), Hb Geneva (B 114 (-CT); modified C-terminal sequence AND [ 114(+G);
modified C-terminal sequence), Hb Manhattan (109 (-G); modified C-terminal
sequence: (109)Cys-Trp-Ser-Val-Cys-Trp-Pro-lle-Thr-Leu-Ala-Lys-Asn-Ser-Pro-His-
GIn-Cys-Arg-Leu-Pro-lle-Arg-Lys-Trp-Trp-Leu-Val-Trp-Leu-Met-Pro-Trp-Pro-Thr-
Ser-1le-Thr-Lys-Leu-Ala-Phe-Leu-Leu-Ser-Asn-Phe-(156) Tyr-COOH), Hb Sainte Seve

(B118 (-T); modified C-terminal sequence: (118)Leu-Ala-Lys-Asn-Ser-Pro-His-GlIn-
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Cys-Arg-Leu-Pro-lle-Arg-Lys-Trp-Trp-Leu-Val-Trp-Leu-Met-Pro-Trp-Pro-Thr-Ser-lle-
Thr-Lys- Leu-Ala-Phe-Leu-Leu-Ser-Asn-Phe-(156)Tyr-COOH)), Hb Makabe (p 123 (-
A); modified C-terminal sequence: (123)Pro-His-GIn-Cys-Arg-Leu-Pro-lle-Arg-Lys-
Trp-Trp-Leu-Val-Trp-Leu-Met-Pro-Trp-Pro-Thr-Ser-1le-Thr-Lys-Leu-Ala-Phe-Leu-
Leu- Ser-Asn-Phe-(156)Tyr-COOH)), Hb Vercelli (B 126 (-T); modified C-terminal
sequence: (126)Gly-Arg-Leu-Pro-lle-Arg-Lys-Trp-Trp-Leu-Val-Trp-Leu-Met-Pro-Trp-
Pro-Thr-Ser-lle-Thr-Lys-Leu-Ala-Phe-Leu-Leu-Ser-Asn-Phe-(156)Tyr-COOH)), Hb
Stara Zagora (p137(H15) - 139(H17) Val-Ala-Asn->0 AND inserted Asp)), Hb Florida
(B141 (-C); modified C-terminal sequence: (141)Trp-Pro-Thr-Ser-1le-Thr-Lys-Leu-Ala-
Phe- Leu-Leu-Ser-Asn-Phe-(156)Tyr-COOH)), Hb Kenya (Ay-B hybrid (Ay through 80;
 from 87)), Hb Lepore-Hollandia (3-p hybrid (6 through 22; B from 50)), Hb Lepore-
Baltimore (6- hybrid (5 through 50; B from 86)), Hb Lepore-Boston-Washington (-
hybrid (o through 87; B from 116)). A maioria destas variantes apresenta taxas reduzidas
de sintese de mRNA do gene P, consequentes do mesmo mecanismo da Hb E, e
fenotipo semelhante a talassémias 3 (Benz et al., 1981).

De acordo com HbVar database existem mais sete diferentes mutacdes descritas
no coddo 26: Hb T-Cambodia (26 (B8) Glu>Lys AND B121 (GH4) Glu>Gln), Hb
Corbeil (B26 (B8) Glu>Lys AND B104 (G6) Arg>Thr), Hb King’s Mill (B26 (B8)
Glu>Gln), Hb Aubenas (B26 (B8) Glu>Gly), Hb Henri Mondor (B26 (B8) Glu>Val), Hb
Tripoli (B26 (B8) Glu>Ala), e Hb Marijampolé ($26 (B8) Glu>Asp). A Hb T-Cambodia
é instavel e apresenta-se com microcitose, na forma heterozigética. A Hb Corbeil, Hb
King’s Mill e a Hb Marijampolé apresentam parametros hematologicos normais. A Hb
Aubenas é instavel. A Hb Henri Mondor ¢ instavel e apresenta-se com anemia ligeira,
microcitose e hipocromia. A Hb Tripoli é apresentada com anemia, microcitose e

hipocromia.
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1.12. Individuo 13 - Hb Lepore-Washington-Boston

O individuo 13 apresentava hipocromia microcitose. Por HPLC foi possivel
verificar a presenca de uma variante de Hb, uma vez que se visualizava dois picos antes
do pico correspondente ao tempo de retencdo da Hb A, (Figura 36). Dois picos foram
ainda detectados no tempo de retencdo caracteristico da Hb A,. Por IEF foi possivel
visualizar uma banda com um ponto isoelétrico caracteristico da Hb Lepore (Figura 37).
Por MLPA comprovou-se a presenca de Hb Lepore-Washington-Boston em
heterozigotia. Os resultados do PCR em tempo real foram tratados no REST 2009 e
obteve-se o racio mRNA o/p de 1,8. Este racio comprova que na Hb Lepore ocorre um
desequilibrio da sintese das cadeias globinicas, havendo mais sintese de cadeias a e
menos de cadeias . Assim esta variante apresenta um racio semelhante aos talassémias
[ minor.

A Hb Lepore (026B2) ¢ uma variante talassémica, uma vez que ¢ estruturalmente
anormal e ocorre simultaneamente a diminuicdo da producdo das cadeias globinicas
(Bird, 1972) (Clarke & Higgins, 2000). Esta variante tem uma cadeia globinica hibrida
0P, em que o terminal N pertence a sequéncia de aminoéacidos da cadeia o e o terminal C
a sequéncia de aminoacidos de uma cadeia B (Bird, 1972) (Ribeiro et al., 1997)
(Baglioni & Ventruto, 1968). Esta cadeia globinica é o produto de um gene hibrido que
resulta de um cruzamento desigual entre os loci & e B, por causa de um desalinhamento
de cromossomas homdlogos durante a meiose, que conduz a uma eliminacao 7,4-kb. O
cromossoma Lepore tem um baixo nivel de sintese da cadeia globinica 6p e uma baixa
producdo de cadeias vy, resultando em um fenotipo semelhante ao da talassémia 3,

consistente com os resultados (Ribeiro et al., 1997) (Clarke & Higgins, 2000) (Baird,
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Schreiner, Driscoll, & Bank, 1981) (Ostertag & Smith, 1969). Os heterozigéticos para
esta variante apresentam-se com um quadro de anemia ligeira, microcitose, hipocromia,
e fendtipo talassémico B* (Bird, 1972) (Ribeiro et al., 1997) (Clarke & Higgins, 2000)
(Baird et al., 1981) (Ostertag & Smith, 1969).

De acordo com HbVar database existem mais oito variantes hibridas ou de fuséo
descritas, e duas delas sdo também do tipo Hb Lepore, diferindo apenas no ponto de
interrupgdo do cruzamento, Hb Kenya [Ay-p hybrid (Ay through 80; p from 87)] (Rai,
Alvelius, & Landin, 2002) (Kifude et al., 2007) (Kendall, Ojwang, Schroeder, &
Huisman, 1973), Hb Lepore-Hollandia [6-p hybrid (6 through 22; B from 50)], Hb
Lepore-Baltimore [8-f hybrid (& through 50; B from 86)], Hb P-India [B-0 hybrid (B
through 87; 6 from 116)], Hb P-Congo [B-6 hybrid (B through 22; 6 from 116)], Hb
Miyada [B-0 hybrid (B through 12; 8 from 22)], Hb Parchman [3-3 hybrid (& through 12;
B from 22) AND B-6 hybrid (B through 50; 6 from 86)], Hb Ulsan [Gy-p hybrid
(Gythrough 13; B from 21)], Hb P-Nilotic. A Hb Kenya é uma variante talassémica em
que ocorre a fusdo entre o gene “y e o B, o segmento do terminal N tem a sequéncia da
cadeia y da Hb F e o segmento do terminal carboxilo tem a sequéncia da cadeia B da Hb
A. Esta variante apresenta-se com um quadro de microcitose e hipocromia ligeiras e
niveis de Hb F elevados, e tem caracteristicas semelhantes ao sindrome HPFH. A Hb
Lepore-Hollandia e a Hb Lepore-Baltimore sdo ambas do tipo Hb Lepore. A Hb
Lepore-Hollandia apresenta-se com anemia ligeira, microcitose, hipocromia, fenétipo
talassémico B e afinidade para o oxigénio aumentada. A Hb Lepore-Baltimore
apresenta-se com anemia ligeira, microcitose, hipocromia e fendtipo talassémico B
(Ribeiro et al., 1997) (Clarke & Higgins, 2000) (Baird et al., 1981) (Ostertag & Smith,
1969). A Hb P-India, Hb P-Congo, Hb Miyada e Hb Parchman apresentam quadros

clinicos normais. A Hb P-Nilotic apresenta elevada afinidade para o oxigénio.
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1.13. Individuo 14 - Hb N-Baltimore

Os parametros hematoldgicos do individuo 14 encontravam-se dentro dos
valores de referéncia. Por analise das Hbs através de HPLC foi possivel confirmar a
presenca de uma variante de Hb, devido a presenca de um pico anormal antes do pico
no tempo de retencdo correspondente a Hb Ay (Figura 38). A Hb A, estabelece uma
interaccdo ionica mais forte com a coluna em relacdo a variante de Hb. Isto pode dever-
se a introducdo de um residuo de &cido glutdmico, que a pH fisioldgico apresenta carga
negativa e desta forma vai ser repelido pela coluna. Por IEF foi possivel visualizar uma
banda com mobilidade electroforética mais rapida que a da Hb A, devido ao facto de
ocorrer a troca de residuo aminoacido com carga positiva para um com carga negativa, e
desta forma as Hbs tém pontos isoeléctricos diferentes (Figura 39). A presenca de uma
variante de Hb, mais especificamente a Hb N-Baltimore (c.286A>G; pLys96Glu, de
acordo com HGVD), foi comprovada por sequenciacédo (Figura 40).

O residuo de lisina no coddo 95 (FG2) da cadeia globinica B esta localizado
numa posicao externa. O residuo de lisina tem uma cadeia lateral com um grupo amino,
que Ihe confere carga positiva a pH 7.4 e propriedades polares. Por outro lado, o residuo
de acido glutdmico tem uma cadeia lateral com um grupo carboxilo, que Ihe confere
carga negativa a pH 7.4 e propriedades polares. Uma vez que estes residuos possuem
carga oposta a pH fisiologico, poderia levar a mudancas na estrutura da proteina (Berg
etal., n.d.) (Campbell & Farrell, 2006).

A Hb N-Baltimore estd descrita na literatura como uma variante que nao
apresenta alteragdes fisioldgicas no estado heterozigdtico, embora a sua estrutura

quimica seja diferente da Hb normal, tal como comprovado pelos resultados obtidos. A
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deteccdo desta pode ser realizada por HPLC de troca cationica, IEF e sequenciagdo dos
genes globinicos P, como confirmado pelos resultados obtidos (Bonini-domingos,
Silveira, Viana-baracioli, & Canali, 2003). Esta variante também € conhecida por Hb
Hopkins-1, Hb Jenkins, Hb Kenwood, Hb N-Memphis.

De acordo com HbVar database existem mais duas diferentes mutacdes descritas
neste codao, na forma heterozigotica: Hb J-Cordoba (95 (FG2) Lys>Met) (Bardakdjian
et al., 1988) e Hb Detroit (B95(FG2) Lys>Asn) (W. Moo-Penn, Schneider, Andrian, &
Das, 1978). A Hb J-Cordoba apresenta caracteristicas como cooperatividade diminuida
e afinidade para o oxigénio ligeiramente aumentada. Pelo contrério a Hb Detroit, como

Hb N-Baltimore, apresenta caracteristicas normais.

1.14. Individuo 15 - Hb Aix les Bains

Na andlise das Hbs do individuo 15 através de IEF apenas se verificou uma
banda que migrava como a Hb A (Figura 43). No entanto por HPLC foi possivel
verificar uma anomalia na largura do pico correspondente a Hb Ay, embora de forma
pouco perceptivel (Figura 42), e por electroforese em acetato de celulose verificou-se a
migracdo de duas bandas, uma correspondente a Hb A e outra corresponde a uma
variante de Hb (Figura 44). Esta Gltima tinha uma mobilidade electroforética em
direccdo ao catodo. A andlise das cadeias globinicas através AUT-PAGE apenas revelou
duas bandas, uma correspondente a cadeia globinica B e outra a a (Figura 46), e atraves
de HPLC em fase reversa verificou-se a presenca de trés picos referentes as cadeias
globinicas B, B* e a (Figura 45). A cadeia globinica B anormal apresentava uma maior
hidrofobicidade em relagdo a cadeia globinica B normal, devido ao facto de um residuo

aminoacido mais hidrofobico. Pela sequenciacdo foi possivel detectar a presenca da
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mutagdo CCT>CTT no coddo 5 da cadeia globinica B. O estudos funcionais de um
hemolisado do individuo 15 revelaram que a afinidade para o oxigénio era normal, no
pH fisioldgico.

O residuo de prolina no coddo 5 (A2) da cadeia globinica B esta localizado numa
posicdo externa, proxima do terminal N e portanto proxima do local de ligacéo do 2,3-
DPG (Joly, Garcia, Lacan, Couprie, & Francina, 2011). O residuo de prolina tem uma
cadeia lateral alifatica ciclica, que estd ligada aos atomos de azoto e de carbono, e
confere a este residuo carga neutra a pH 7.4 e propriedades apolares. Este residuo
influencia de forma acentuada a arquitectura da proteina porque a sua estrutura em anel
causa uma elevada restricdo conformacional. Por outro lado, o residuo de leucina tem
uma cadeia lateral alifatica ndo ciclica, que confere a este residuo carga neutra a pH 7.4
e propriedades apolares. O residuo de prolina e leucina ttm em comum a carga e a
polaridade, no entanto o residuo de prolina tem caracteristicas conformacionais
especificas. Uma mutacdo neste residuo pode perturbar a conformacéo especial como
comprovado pelos testes computacionais.

Esta variante ja tinha sido reportada anteriormente, na forma heterozigética, com
a caracteristica de causar distarbios na glicacdo do terminal N. Apresentava-se com 11,1
g/dL de HGB, 88 fL de MCV e 4,06 x 10' de eritrocitos. A anélise das Hbs por HPLC
tinha revelado um pico de HbAlc anormal, e a Hb A e Hb X ndo estavam bem
separadas. O HPLC de fase reversa tinha revelado a presenca de uma cadeia globinica
B* ligeiramente mais hidrofobica que a cadeia globinica B normal (Joly et al., 2011).
Estes dados estdo de acordo com os resultados obtidos.

De acordo com HbVar database existem mais trés diferentes mutacGes descritas
neste coddo, na forma heterozigotica: Hb Gorwihl [B5(A2) Pro>Ala] (Bisse et al.,

2003), Hb Tyne [B5(A2) Pro>Ser] e Hb Warwickshire [B5(A2) Pro>Arg] (Wilson,
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Cave, Lehmann, Close, & Imait, 1984). As trés variantes sdo instaveis e os quadros
hematoldgicos e clinicos sdo normais. A mutacdo que causa a Hb Gorwihl ndo afecta
nem as propriedades funcionais, nem as interac¢des heterotropicas da Hb, no entanto,
retarda a glicacdo da valina no terminal N. A substituicdo Pro—Ala confere uma
flexibilidade na hélice e permite a extensdo de dois residuos do terminal N no eixo
diade. Esta situacdo pode levar a um condicionamento da reacgdo de glucose nesses
residuos. A Hb Warwickshire apresenta afinidade para o oxigénio ligeiramente
diminuida na presenca de fosfatos. Isto pode ser explicado pelo facto do residuo
mutante ser carregado positivamente e levar a um aumento da capacidade de ligacéo a

fosfatos.

2. Variantes nao descritas

2.1.Individuos 16 e 17 - CD 142 GCC>TTC

O hemograma do individuo 16 revelava anemia e reticulocitose ligeiras, que
pode significar instabilidade da Hb. Por andlise das Hbs através de HPLC verificou-se
um pico elevado junto do pico no tempo de retencdo correspondente da Hb A, (Figura
49). A Hb A, estabelece uma interaccao idnica mais fraca com a coluna em relacdo a
variante de Hb. Isto pode dever-se a introducdo do residuo de fenilalanina, que possui
uma cadeia lateral muito volumosa. Através de IEF foi possivel visualizar uma banda
com uma mobilidade electroforética em direccdo ao catodo, e uma banda caracteristica
da Hb A (Figura 50). A sequenciacdo confirmou a presenca de mutagdo, mas

especificamente a troca GCC>TTC no codao 142 da cadeia globinica .
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Na analise das Hbs por HPLC do individuo 17 verificou-se a eluicdo de quatro
Hbs, eluicdes no tempo de retencdo caracteristico da Hb F, Hb Ag, Hb A, (Figura 51). A
outra elui¢do ocorria num tempo de retencdo posterior ao caracteristico da Hb Aq. Os
niveis de Hb F encontravam-se muito elevados uma vez que o individuo 17 era recém-
nascido, e os niveis de Hb F ainda se encontram bastante elevados. O pico, que aparece
logo apds o tempo de retencdo caracteristico da Hb Aq levantou a suspeita da presenca
de uma variante de Hb. A IEF realizada revelou duas bandas com mobilidades
electroforéticas caracteristicas de Hb F e Hb A (Figura 52). A banda desta ultima
apresentava-se mais pronunciada que o normal, pelo facto da mobilidade electroforética
da variante de Hb ser aproximada a da Hb A. Estes resultados levantaram a suspeita da
presenca de variante de Hb. A progenitora (individuo 16) deste individuo revelou ser
portadora de uma variante de Hb. Desta forma e devido aos resultados obtidos do
individuo 17, era provavel que este fosse portador de uma variante de Hb igual a da
progenitora. Através da sequenciagdo dos genes globinicos  confirmou-Se a presenca
da mesma variante de Hb do individuo 16, ou seja a mutacdo que resulta da troca

GCC>TTC no codao 142 da cadeia globinica .

O residuo de alanina no codao 142 (H20) da cadeia globinica B esta localizado
numa posicdo externa, que estd envolvida num inter-contacto da subunidade B, ¢ a
hélice H esta envolvida em contactos nas interfaces a1p1 or 02p2. O residuo de alanina
tem como cadeia lateral um grupo hidrocarbonado alifatico, mais precisamente um
grupo metil, que confere a este residuo carga neutra a pH 7.4 e propriedades apolares.
Por outro lado o residuo de fenilalanina tem como cadeia lateral um grupo
hidrocarbonado aromaético, que confere a este residuo carga neutra a pH 7.4 e
propriedades apolares (Berg et al., n.d.)(Campbell & Farrell, 2006). Os residuos de

alanina e fenilalanina ttm em comum a carga e a polaridade, no entanto o residuo de
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fenilalanina tem uma cadeia lateral muito mais volumosa, o pode levar ao deslocamento
da hélice H em relacdo a hélice G. O resultado da alteracdo na conformacéo da regido
terminal C da molécula pode ser a diminuicdo da estabilidade das pontes salinas das
intracadeias entre o grupo imidazol do residuo histidina 146 e o residuo aspartato 94
(FG1). Esta ponte salina contribui para o efeito de Bohr e estd envolvida na
estabilizacdo da estrutura quaternaria desoxi da Hb (W. F. Moo-Penn et al., 1980). O
residuo de alanina contacta ainda com dois residuos muito importantes funcionalmente,
a leucina na posicéo 141 e a histidina na posigéo 143, um dos locais de ligacdo do heme
e do 2,3-DPG, respectivamente, e existe uma série de residuos distais que desempenham
um papel importante nos efeitos alostéricos da molécula. A substituicdo ou delecgdo do
aminoacido da posi¢do P141 ¢ acompanhada pelo aumento da tendéncia de perda do
heme e anemia hemolitica severa. E provavel que a introducio de um residuo de
fenilalanina nesta variante disturbe a configuracdo da hélice H e previna que o residuo
de leucina adjacente contacte com o grupo heme, levando a sua perda. A substitui¢éo de
aminoacido da posi¢ao f142 pode ainda afectar a histidina na posigao 143 e estender-
se ao terminal C, uma vez que uma substituicdo na histidina na posi¢ao 143 ¢
acompanhada pela incorrecta ligacdo do 2,3-DPG e aumento da afinidade para o
oxigénio. Outro residuo, que pode estar também condicionado pela mutacdo na posicdo
142, ¢ a tirosina da posicao B145 que desempenha um papel chave na ligagdo
cooperativa do oxigénio, que leva a transicdo alostérica do estado T para R. A
introducdo de um novo aminodcido na posi¢do 142 pode condicionar o papel de
mediador de mudancas conformacionais da tirosina, que contacta com a ValB98
envolvida directamente com histidina proximal (Hirano et al., 1981). Desta forma, a
mutacdo CD142 Ala—Phe, pode levar a alteracdes na conformagdo, estrutura e fungao

da proteina, como comprovado pelos testes in silico e pelas MD simulations. Atraves
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estas Ultimas foi possivel visualizar a proximidade do residuo afectado com os residuos
adjacentes e com os residuos acima referidos, e 0 movimento realizado pela proteina
apos 100 nanosegundos (Figura 54). Também foi possivel verificar que a mutagdo causa
um ligeiro desvio do valor de distribuicdo de probabilidades dos angulos de torgao
(Figura 55). Com estes resultados conclui-se que € provavel que a mutacao va afectar a

funcdo e estrutura da Hb, embora néo seja completamente perceptivel.

Esta variante ainda ndo esta reportada na literatura. De acordo com HbVar
database estdo identificadas cerca de 27 variantes com duas mutacdes pontuais em
nucleotidos separados, no entanto apenas esta descrita uma variante em que ocorre as
substituicdes de dois nucledtidos no mesmo coddo, a Hb Nebraska. (Hoyer, Wendt,
Hogan, & Oliveira, 2011) O mecanismo de substituicdo de dois nucle6tidos ndo esta
clarificada. Tanto pode ter acontecido simultaneamente como pode ter ocorrido como
dois eventos distintos e independentes. No entanto é importante ter presente que nos
casos descritos na literatura de variantes de Hb com duas substituicdes de nucledtidos
separadas, estas ocorrem provavelmente em diferentes pontos de tempo. Assim, parece
improvavel que esta dupla substituicdo de nucleétidos ocorra como um evento de
crossing over.

No coddo 142 existem mais trés diferentes mutacdes descritas, na forma
heterozigética: Hb Inglewood [B142(H20) Ala>Thr] (Hoyer et al., 2002), Hb Toyake
[142(H20) Ala>Pro] (Hirano et al., 1981) e Hb Ohio [B142(H20) Ala>Asp] (W. F.
Moo-Penn et al.,, 1980). A Hb Inglewood foi reportada com quadros clinico e
hematoldgicos normais, e apresenta estabilidade normal (Hoyer et al., 2002). A Hb
Toyake foi reportada com o quadro hematolégico de anemia hemolitica cronica,
apresenta as caracteristicas de dissocia¢do em subunidades, instabilidade face ao calor e

isopropanol, afinidade para o oxigénio aumentada e cooperatividade diminuida. Estas
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caracteristicas podem dever-se ao facto da insercdo do residuo de prolina levar a
disrupgdo da hélice. Na Hb normal, o residuo de prolina, que é um residuo iminoacido,
estd incorporado numa porcéo ndo helicoidal ou nos primeiros residuos das hélices .
No entanto, no caso da mutagdo referida, a prolina estd inserida numa hélice a. Deste
modo ocorre incompatibilidade entre o residuo de prolina e a hélice o (Hirano et al.,
1981). A Hb Ohio foi descrita com um quadro hematoldgico de eritrocitose, elevada
afinidade para o oxigénio, efeito de Bohr reduzido, cooperatividade diminuida e
instabilidade. A eritrocitose e a elevada afinidade para o oxigénio sdo devido a
diminuicdo da estabilidade da conformagdo molecular T. A substituicdo do pequeno
residuo de alanina por um residuo de aspartato carregado, pode alterar a conformacéo da
regido do C-terminal da cadeia polipeptidica. Na Hb Ohio desoxigenada, 0 aumento do
volume do aspartato quando comparado com alanina (127.2 versus 89.4 A), e a
introducdo da carga, pode levar ao deslocamento da hélice H em relacédo a hélice G (W.

F. Moo-Penn et al., 1980).

2.2.Hb Ponta Delgada

O quadro hematologico do individuo com a mutacdo revelava reticulocitose, o
que indicava que a variante de Hb seria instavel, e que se veio a comprovar através do
teste de instabilidade. Por HPLC foi possivel detectar um pico anormal indicativo de
variante de Hb, antes da eluicdo da Hb A, (Figura 56). Na IEF realizada também foi
possivel detectar uma banda com uma mobilidade electroforética indicativa de variante
de Hb em direc¢do ao anodo (Figura 57), tdo bem como na electroforese em acetato de
celulose (Figura 58). A andlise das cadeias globinicas por HPLC de fase reversa ndo

revelou nenhum pico referente a uma cadeia globinica 3 anormal, que pode ser devido
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ao facto da variante ser instavel (Figura 60). Através deste HPLC foi possivel obter o
racio entre as cadeias o/B, tendo-Sse observado ser elevado. Este resultado pode ser
explicado pelo facto da Hb anormal ser instavel e j estar degradada. No entanto por
AUT-PAGE foi possivel visualizar a separacao das cadeias globinicas normais (o e )
da cadeia globinica B variante (Figura 61). Por SDS-PAGE verificou-se que o tetrdmero
da molécula era normal, pois ndo havia a presenca de duas bandas ou mobilidade
diferente, apesar da complexidade da sequéncia (Figura 59). Os testes de afinidade do
oxigénio revelaram ser normais, indicando que a mutacdo nédo esté a afectar os residuos
de aminoacidos envolvidos na ligacdo de gases (Figura 63 e Figura 64). A sequenciacao
revelou a presenga da mutagao 348
(+TGGACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTTGGGGAT) (Figura 62), e possivelmente
IVS 11-26-58 (-TTCTTTCCCCTTCTTTTCTATGGTTAAGTTCAT) e uma sequéncia
irreconhecivel em loop 1VS-60-81 (TAAAATGGGAAACATACGAATG). A natureza
da insercdo e deleccdo é a causa da instabilidade da Hb, que tende a sofrer oxidacéao
espontdnea nos glébulos vermelhos e precipitar na forma de inclusdes insolUveis
designadas corpos Heinz (Marengo-Rowe, 2006).

A Hb Ponta Delgada é claramente uma variante de Hb por causa da sua cadeia
globinica B anormal ter uma inser¢do de 11 coddes na posigao 48 (corresponde a uma
duplicacdo da sequéncia de 33 bp encontrada antes da insercao), uma deleccdo de 33 pb
na IVS I1-26, e uma sequéncia nao reconhecivel de 22 pb na IVS 11-60. A insercéo de
10 coddes ocorre entre o coddo 47 (CD6) e 0 codéo 48 (CD7), que estdo localizados em
posicOes externas. No coddo 47 estdo descritas Hb G-Copenhagen [B47(CD6)
Asp>Asn], Hb Maputo [p47(CD6) Asp>Tyr], Hb Maryland [B47(CD6) Asp>His], Hb
Avicenna [B47(CD6) Asp>Ala], Hb Muravera [f47(CD6) Asp>Val] e Hb Gavello

[B47(CD6) Asp>Gly]. A Hb Maryland apresenta-se como uma variante instavel e a Hb
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Muravera como uma variante com alta afinidade para o oxigénio e instavel. No codao
48 estao descritas a Hb Okaloosa [B48(CD7) Leu>Arg], que tem baixa afinidade para o
oxigénio e ¢ instavel, e a Hb Bab-Saadoun [B48(CD7) Leu>Pro] que ¢ instavel.

Esta variante ainda ndo esti reportada na literatura. De acordo com HbVar
database estéo identificadas cerca de 28 variantes com deleccbes, 9 com insercOes e
apenas 5 com deleccbes e insergfes. O mecanismo de insercdo e delecgéo
simultaneamente ainda ndo esta clarificado. As outras variantes descritas na literatura
que séo o resultado de insergdes e delecgdes simultaneamente sdo: Hb Martinez [B49 -
55 (-TCCACTCCTGATGCTGTTA); modified C-terminal sequence AND p49
(+AGCT); modified C-terminal sequence], Hb Montreal [B73(E17) - 75(E19) Asp-Gly-
Leu->0 AND Ala-Arg-Cys-GlIn- inserted between codons 72(E16) and 76(E20) of f],
Hb Antalya (B2 - 5 His-Leu-Thr-Pro replaced with His-Ser-Asp-Ser), Hb Jambol (B nts
1046 - 1357 deleted AND nts AATATATTTTTAATATACTTTTT inserted between
nts 1030 and 1031 of B AND nts CAGGTGCCATCTGTCACCCTTTTCTTTG inserted
between nts 1045 and 1358 of (), Hb Geneva [B 114 (-CT); modified C-terminal
sequence AND B 114(+G); modified C-terminal sequence]. A Hb Martinez, Hb
Antalya, Hb Jambol e Hb Geneva sdo variantes de Hb com fenétipo talassémico, e
portanto diferem da Hb Ponta Delgada. A Hb Montreal é uma Hb instavel e apresenta
um quadro de anemia hemolitica moderada e reticulocitose. Por IEF ndo é possivel ser
identificada uma vez que a sua mobilidade electroforética é semelhante a da Hb D. A
Hb Montreal elui mais lentamente que a Hb A, e apresenta-se com valores de 15-20%
do total de Hb.

A Hb Ponta Delgada pode ser o resultado de um novo evento genético
(microindel), ainda por clarificar, uma vez que néo foi realizado o estudo familiar. No

entanto € conhecido que pequenas delecgbes e também pequenas insercbes podem
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resultar de deslizamento e mispairing de duas sequéncias homdlogas de DNA durante a
replicacéo. Isto pode resultar ou na remocdo ou repeticdo de DNA entre estas pequenas
sequéncias homdlogas (Plaseska et al., 1991). A sequéncia repetitiva [
TGGACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTTGGGGAT esté presente nos codBes 37 ao
47 do gene normal B. Como resultado de uma mispairing ou da recombinagd0 oOu
deslizamento entre pequenas sequéncias repetidas, a sequéncia
TGGACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTTGGGGAT aparece em duplicado no gene
anormal B. A deleccéo da sequéncia
TTCTTTCCCCTTCTTTTCTATGGTTAAGTTCAT aparece durante a subsequente
reparacdo do DNA. A sequéncia ndo reconhecivel pode ter sido resultado do mesmo
processo idéntico ao da duplicacéo.

Hé& ainda a hipotese das microindels resultarem da combinacdo de eventos de
microinsercdo e microdelecdo, mudanca da cadeia, loops de cadeias simples, mispairing
das cadeias deslizantes. A exclusédo de pares de base na cadeia molde leva a deleccéo, e
a exclusdo de pares de base na nova cadeia leva a insercéo de nucleétidos. As inser¢des
resultantes da deslizamento de nucleétidos resulta em repeticbes directas das bases
anteriores. No entanto, é provavel que muitas muta¢fes conjuntas ocorram por
diferentes mecanismos, tais como ligagdes cruzadas de bases duplas e outras ligagOes
cruzadas para mutagdes conjuntas duplas e triplas. Especula-se também determinadas
polimerases sujeitas a erros (Hill, Gonzalez, Scaringe, Wang, & Sommer, 2006). Nesta
ultima hipotese especula-se que um aducto largo de DNA que bloqueia a replicacao pela
polimerase normal ndo é facilmente contornado, mesmo por polimerases com lesdes.
No modelo Tarzan (Figura 65), as helicases desenrolam os nucledtidos proximos da
nova cadeia a partir da molde de modo que a polimerase com lesGes, no seu progresso

directo blogueado pelo aducto, possa suportar a cadeia molde. Algumas sequéncias
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adicionais sdo sintetizadas na nova cadeia constituindo a sequéncia inserida da
microindel. Poucos nucledtidos da molde sdo contornados, constituindo a sequéncia

delectada da microindel. A polimerase normal pode depois continuar com a replicagéo.
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S ) >
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Figura 65 — Modelo Tarzan: mecanismo proposto para a formacédo de insercbes e deleccfes. A
replicacdo pela DNA polimerase normal (pequeno aglomerado de circulos) é blogueada por um
aducto largo de DNA (preto oval) no DNA molde (A). Para evitar o desvio do aducto, sdo
recrutadas uma polimerase lesionada sujeita a erros (aglomerado largo de circulos) e uma helicase
(tridngulo). A polimerase lesionada é também bloqueada pelo aducto mas a helicase dissocia a nova
cadeia da molde (B), permitindo a polimerase lesionada sintetizar alguns nucleétidos a partir do
molde (C1) ou da nova cadeia (C2). Alguns nucleétidos adicionais sdo sintetizadas, as vezes com
erros (X), gerando a sequéncia inserida da microindel (linha a tracejado). Assim, a sequéncia
inserida € ou uma cépia sense (no caso C1) ou antisense (no caso C2), por vezes com erros, de
sequéncias vizinhas. A helicase depois dissocia o segmento sintetizado pela polimerase lesionada a
partir da cadeia molde (no caso C1) ou da nova (no caso C2). Com o tamanho adicional do DNA
sintetizado, a polimerase com lesdes é capaz de passar pelo aducto e preservar a célula. Este
processo resulta em ignorar alguns nucleétidos no molde (D, linha grossa tracejada) resultando na
parte microdelecdo da microindel. Algumas das bases ignoradas (ou os seus complementos na nova
cadeia no caso C2) podiam ter sido parte do molde para a sequéncia inserida em que caso exista
sobreposicdo das sequéncias inserida e delectada da microindel. Depois o aducto é contornado, a
polimerase normal pode continuar com a replicacéo (E) (Scaringe et al., 2008).
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CONCLUSAO
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De um modo geral, os resultados deste estudo permitiram a caracterizacéo
molecular de 16 variantes f de hemoglobina, e caracterizagdo funcional de 2 variantes [3
de hemoglobina. Duas das variantes foram aqui descritas pela primeira vez na literatura,
a Hb Ponta Delgada e a variante B que é causada pela substituicdo da alanina por
fenilalanina no coddo 142 da cadeia globinica 3. A Hb Ponta Delgada ¢ um o resultado
de um tipo de mutacdo raro, microindels, cujo mecanismo ainda ndo esta bem
elucidado. Neste estudo conclui-se que esta nova variante apresentava instabilidade. A
outra variante 3 descrita aqui pela primeira vez, pressupde-se ser instavel.

Neste trabalho conclui-se também que a técnica de PCR em tempo real €

perecivel de ser utilizada no rastreio de casos anormais de microcitose e hipocromia.
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PERSPECTIVAS FUTURAS
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Para futuro, a implementacdo da metodologia de PCR em tempo real no
Laboratério de Anemias Congénitas e Hematologia Molecular do Servigo de
Hematologia do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra, servira para o estudo
preliminar de microcitoses e hipocromias, de modo a rastrear pacientes portadores ou
ndo de talassémias.

Para o caso do individuo portador da variante Hb Ponta Delgada, serdo
realizados estudos posteriores de modo a comprovar a presenca de uma deleccdo e
sequéncia ndo reconhecivel.

As novas deleccOes identificadas durante este estudo irdo ser objecto de

publicacdo cientifica.
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NOTA FINAL
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Durante a realizacdo deste trabalho, acompanhei e colaborei no estudo da
identificagdo e caracterizagdo molecular e funcional de variantes o da Hb. Neste estudo
realizei as técnicas de sequenciacdo de genes globinicos a, PCR multiplex para a
pesquisa das deleccBes —o>’ e —o*? nos genes globinicos o e para a pesquisa das
triplicacdes anti 3.7 e anti 4.2 nos genes globinicos a, e MLPA para os genes globinicos
a. Para além da realiza¢do destas metodologias, colaborei na publicagdo cientifica como
co-autora de dois artigos submetidos na revista Hemoglobin: “Hb Iberia [a104(G11)
Cys104Arg] (HBA2:c.313T>C) , a new o thalassemic hemoglobin variant found in the
Iberian Peninsula: report of six cases” e “Hb Plasencia [02 125(H8)Leu—Arg] is a

frequent cause of a” thalassemia in the Portuguese population”.
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Anexo 1 — Transcriciio e processamento do gene globinico . O gene é transcrito primariamente, e é
modificado pela adi¢ao da cap e poli(A). As sequéncias de intervencdo no transcrito primario RNA
sdo removidas para formar o mRNA. Os blocos a azul representam as regides codificantes do gene;
e o0s blocos a laranja representam os intr8es que interrompem as sequéncias codificantes dos genes,
e que sdo sequéncias ndo traduziveis. Os intrdes sdo 1VS-1 e 1VS-2. Os nimeros acima do diagrama
indicam as posicoes dos coddes na sequéncia codificante (Spritz & Forget, 1983)(Berg et al., n.d.).
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Anexo 2 — Estrutura do agrupamento génico globinico p. A interaccdo especifica de estagio entre o
B-LCR e 0 agrupamento génico esta também esquematizado (Manca & Masala, 2008).
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Anexo 3 — Expressdo dos genes globinicos humanos durante o desenvolvimento. Os locais da
hematopoiese primitiva e definitiva ao longo do desenvolvimento estdo evidenciados. As curvas
sequenciais da sintese das cadeias globinicas €, ¥, e p comecam com a expressdo da cadeia & no
primeiro més do desenvolvimento humano, seguida pela expressiao da cadeia globinica y no estagio
fetal, e s6 depois do nascimento é que a sintese da cadeia globinica  se torna predominante nas
células eritroides definitivas (D J Weatherall, 2001).
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MVHLTPEEKS AVTALWGKVN VDEVGGEALG RLLVVYPWTQ REFFESFGDLS TPDAVMGNPK
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VKAHGKKVLG AFSDGLAHLD NLKGTFATLS ELHCDKLHVD PENFRLLGNV LVCVLAHHFG
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KEFTPPVQAA YQKVVAGVAN ALAHKYH

Anexo 4 — Sequéncia de aminoacidos do gene B (Uniprot).
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Anexo 5 - Estrutura primaria da cadeia globinica p (Masala & Manca, 1992).

Residuo | Helice | Aminodcido | Residuo | Hélice | Aminoacido | Residuo | Hélice | Aminoacido
1 NA1 Val 50 D1 Thr 99 G1 Asp
2 NA2 His 51 D2 Pro 100 G2 Pro
3 NA3 Leu 52 D3 Asp 101 G3 Glu
4 Al Thr 53 D4 Ala 102 G4 Asn
5 A2 Pro 54 D5 Val 103 G5 Phe
6 A3 Glu 55 D6 Met 104 G6 Arg
7 A4 Glu 56 D7 Gly 105 G7 Leu
8 A5 Lys 57 El Asn 106 G8 Leu
9 A6 Ser 58 E2 Pro 107 G9 Gly

10 A7 Ala 59 E3 Lys 108 G10 Asn
11 A8 Val 60 E4 Val 109 G11 Val
12 A9 Thr 61 E5 Lys 110 G12 Leu
13 Al10 Ala 62 E6 Ala 111 G13 Val
14 All Leu 63 E7 His 112 G14 Cys
15 Al2 Trp 64 E8 Gly 113 G15 Val
16 Al13 Gly 65 E9 Lys 114 G16 Leu
17 Al4 Lys 66 E10 Lys 115 G17 Ala
18 Al5 Val 67 E1ll Val 116 G18 His
19 B1 Asn 68 E12 Leu 117 G19 His
20 B2 Val 69 E13 Gly 118 GH1 Phe
21 B3 Asp 70 El4 Ala 119 GH2 Gly
22 B4 Glu 71 E15 Phe 120 GH3 Lys
23 B5 Val 72 E16 Ser 121 GH4 Glu
24 B6 Gly 73 E1l7 Asp 122 GH5 Phe
25 B7 Gly 74 E18 Gly 123 H1 Thr
26 B8 Glu 75 E19 Leu 124 H2 Pro
27 B9 Ala 76 E20 Ala 125 H3 Pro
28 B10 Leu 77 EF1 His 126 H4 Val
29 B11 Gly 78 EF2 Leu 127 H5 Gin
30 B12 Arg 79 EF3 Asp 128 H6 Ala
31 B13 Leu 80 EF4 Asn 129 H7 Ala
32 B14 Leu 81 EF5 Leu 130 H8 Tyr
33 B15 Val 82 EF6 Lys 131 H9 Gin
34 B16 Val 83 EF7 Gly 132 H10 Lys
35 C1 Tyr 84 EF8 Thr 133 H11l Val
36 c2 Pro 85 F1 Phe 134 H12 Val
37 C3 Trp 86 F2 Ala 135 H13 Ala
38 C4 Thr 87 F3 Thr 136 H14 Gly
39 C5 Gln 88 F4 Leu 137 H15 Val
40 C6 Arg 89 F5 Ser 138 H16 Ala
41 c7 Phe 90 F6 Glu 139 H17 Asn
42 CD1 Phe 91 F7 Leu 140 H18 Ala
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43 CD2 Glu 92 F8 His 141 H19 Leu
44 CE3 Ser 93 F9 Cys 142 H20 Ala
45 CE4 Phe 94 FG1 Asp 143 H21 His
46 CE5 Gly 95 FG2 Lys 144 HC1 Lys
47 CE6 Asp 96 FG3 Leu 145 HC2 Tyr
48 CE7 Leu 97 FG4 His 146 HC3 His
49 CES8 Ser 98 FG5 Val

Anexo 6 — Transicéo do estado T para o R na hemoglobina. Na oxigenagéo, um par de subunidades
of desvia-se para outra pela rotacdo de 15 graus (Berg et al., n.d.).

G 900 9

Anexo 7 — Distribuicdo global das hemoglobinopatias, em termos de nascimentos de criancas
afectadas por 1000 nascimentos (OMS).
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Anexo 8 — Sinopse do rastreio de portadores para diferentes tipos de hemoglobinopatias. O rastreio
primario é baseado principalmente nos indices de eritrdcitos e quantificacdo de Hb. Contagens
reduzidas de glébulos vermelhos, HGM<28 pg e VGM<81 fL sdo indicadores pereciveis de uma
desordem talassémica, enquanto que sdo requeridos estudos adicionais para caracterizar uma
variante estrutural de Hb (Patrinos et al., 2005).
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codon

GAG —+ 16 Glu—» valine

HbS HbS
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Anexo 9 - Patofisiologia da doenga de células falciformes. A substituicdo do nucleétido na Hb S
leva & troca de um residuo de acido glutdmico por um de valina. Na desoxigenagéo, forma-se um
polimero Hb S, causando células falciformes e danos na membrana do eritrécito. Algumas células
sdo destruidas na circulacao, libertando Hb e arginase e esgotanto o éxido nitrico biodisponivel
(Martin H. Steinberg et al., 2009).
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IVS1 110G —A IVS1 110 G-A

CD 39 C—T CD39CoT
IVS16 T—C VS2 1 G=A
VST 1G—A VS15 G=C
IVS2 745 C=G CD 8 -AA
CD6-A CD44-C
-29 A—G | e
-88 C—T VST 5 G=C
CD 819 +G
VST 1G—C
619 bp DEL
CD 26 G—A(HbE)

CD 41/42 -TCTT

Anexo 10 — Distribuicdo global de mutagdes que dio origem a talassémias f. As mutacées mais
comuns estdo representadas a negrito (D J Weatherall, 2001).

Clinical Primary modifier Globin chain  a/non-a  Secondary
phenotypes B genotypes expression ratio modifiers

Marmal
‘Silent’ p Thal peilent/gN (10
Thal trait Bsileni‘,‘psilent
BQ—-}!BN
p/pN
po/pN
Dom p™h/gN
Thal intermedia prH/pr+
pe/pt o genotype
ﬁi—-P‘“BO
pp*
pH/pe Hb F
Thal major pe/pe response

Anexo 11 — Modificadores primarios e secundarios do fendtipo de talassémia . Eles incluem a
produgiio variada de cadeias p (gendtipo), de cadeias a (genotipo a) e resposta variavel do Hb F. As
consequéncias destes factores sdo a producdo inefectiva de cadeias globinicas, o grau de
desequilibrio das cadeias (racio o/non-a) (Swee Lay Thein, 2005)(Patrinos et al., 2005).
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