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Resumo

A drepanocitose é causada pela alteragdo ¢.20A>T no gene HBB que origina
hemoglobina S (HbS) e deformacdo dos eritrocitos. A doenga é de manifestacdo
heterogénea, mas caracteriza-se por anemia hemolitica crénica e crises vaso-oclusivas
que se manifestam através de dor extrema e danos em diversos orgaos. O presente estudo
teve como objetivos caracterizar regides polimorficas em HBA, HBG2, CYB5RS3, e no
agrupamento génico da B-globina, e investigar os seus possiveis efeitos modificadores

sobre os fendtipos da drepanocitose.

Foram estudadas 81 criangas com drepanocitose, previamente avaliadas do ponto
de vista clinico, hematolégico e bioquimico. Para a genotipagem dos locais de interesse
usou-se PCR, Multiplex Gap-PCR, PCR-RFLP e Sequenciacdo de Sanger.

A co-heranca da o-talassémia com a drepanocitose foi observada em 43,2% destas
criangas e revelou-se benéfica, traduzindo-se por: i) maior contagem de eritrocitos e
menor gravidade da anemia; ii) reducdo significativa nos biomarcadores de hemdlise,
bilirrubina e reticuldcitos. Igualmente benéfico é ter HbF elevada (> 10%) uma vez que
confere a estes doentes menor gravidade na sua anemia hemolitica. No gene HBG2, o
rs7482144 alelo T apresentou uma frequéncia de 15% e foi associado a: i) niveis de HbF
elevados; ii) diminuicéo dos parametros hemoliticos e de HbS; iii) reducdo da anemia; iv)
menor frequéncia das comorbilidades clinicas, com excecédo das cardiopatias. Observou-
se que 56,8% dos doentes sdo Bantu/Bantu e 9,9% Senegal/Senegal e que séo estes
ultimos que apresentam niveis de HbF mais elevados e anemia menos grave. No gene
CYB5R3, 0rs1800457_alelo G apresentou uma frequéncia de 35% e aparenta ter um papel
nocivo, uma vez que foi associado a anemia severa e maior nivel de hemdlise.
Clinicamente, foi verificado uma maior tendéncia para comorbilidades no grupo detentor
do alelo G.

O nosso estudo contribuiu para o conhecimento do papel modificador de alguns
fatores genéticos sobre gravidade dos fendtipos, sobretudo hematologico e bioquimico,

das criancas com drepanocitose que vivem em Portugal.

Palavras-chave: Drepanocitose, modificadores genéticos, hemoglobina fetal, a-
talassémia, HBG2, CYB5R3



Abstract

Sickle Cell Anemia is caused by the c.20A>T alteration in the HBB gene that
originates hemoglobin S (HbS) and the deformation of erythrocytes. The disease has
heterogeneous manifestations but is characterized by chronic haemolytic anaemia and
vaso-occlusive crises that are manifested by extreme pain and damage to various organs.
This study aimed to characterize polymorphic regions in HBA, HBG2, CYB5R3, and the
B-globin gene cluster, and to investigate their possible modifying effects on sickle cell

anemia phenotypes.

A total of 81 children with sickle cell anemia were studied, who had previously
been clinically, hematologically and biochemically evaluated. PCR, multiplex gap-PCR,

PCR-RFLP and Sanger sequencing were used to genotype the sites of interest.

The co-inheritance of a-thalassemia with sickle cell anemia was observed in
43.2% of these children and proved to be beneficial, resulting in: i) a higher red blood
cell counts and less severe anemia; ii) a significant reduction in the biomarkers of
hemolysis, bilirubin and reticulocytes. Equally beneficial is having a high HbF (> 10%)
as it gives these patients less severe hemolytic anemia. In the HBG2 gene,
rs7482144 allele T had a frequency of 15% and was associated with: i) high HbF levels;
ii) a reduction in hemolytic parameters and HbS; iii) a reduction in anemia; iv) a lower
frequency of clinical comorbidities, except for heart disease. It was observed that 56.8%
of the patients were Bantu/Bantu and 9.9% Senegal/Senegal, and that it was the latter who
had higher HbF levels and less severe anemia. In the CYB5R3 gene, rs1800457_allele G
showed a frequency of 35% and appears to play a harmful role, since it was associated
with severe anemia and higher levels of hemolysis. Clinically, there was a greater

tendency for comorbidities in the group with the G allele.

Our study has contributed to the knowledge of the modifying role of some genetic
factors on the severity of the phenotypes, especially hematological and biochemical, of

children with sickle cell anemia living in Portugal.

Keywords: Sickle cell anemia, genetic modifiers, fetal hemoglobin, a-thalassemia,
HBG2, CYB5R3
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1 Introducéo

1.1 O sangue, constituicdo e fungdes

O sangue ¢ o tecido liquido responsavel pelo transporte da “vida”. No humano adulto,
4 a 5 litros de sangue sdao movidos continuamente dos pulmdes aos restantes tecidos
através de uma rede complexa de vasos sanguineos, permitindo que este entre em contacto
com as diferentes células de cada 6rgdo®. A sua principal fungdo passa pela entrega de
nutrientes essenciais a diversidade celular existente no corpo humano. Outra fungéo
essencial do sangue é a distribui¢do do oxigénio (Oz), proveniente dos pulmdes, a todo o
organismo!, sendo este o elemento mais béasico essencial para a sobrevivéncia
humana. Como troca, o sangue recolhe os residuos celulares resultantes do metabolismo,

como é o caso do didxido de carbono (CO,), e retorna-os aos pulmdes?.

O sangue é composto por uma matriz liquida denominada por plasma e por algumas
linhagens de células especializadas destinadas a uma funcéo especifical. A formagio das
células do sangue (hematopoiese) ocorre no tecido hematopoiético e ha essencialmente
trés tipos de células que constituem este tecido: eritrocitos ou glébulos—vermelhos,
glébulos brancos (onde se incluem os neutrofilos, eosinofilos, basofilos, linfécitos e
monacitos) e plaquetas (ou trombdcitos). Os linfdcitos estdo envolvidos na imunidade,
enquanto que os macr6fagos sdo responsaveis pela degradacdo e ingestdo de
microrganismos e corpos estranhos; as plagquetas contribuem para a formacdo dos
coagulos sanguineos; ja os eritrocitos, tal como referido acima, tém a funcdo de

transportar 0 Oz e 0 CO2, bem como mondxido de carbono (CO) e 6xido nitrico (NO)*2.

1.2 As hemoglobinas humanas — fungéo, estrutura e ontogenia

Como mencionado, os eritrocitos sdo celulas especializadas para o cumprimento da
sua funcdo primaria, o transporte de oxigénio 2. Os eritrocitos possuem em média um
diametro de apenas 7,8um, o que lhes confere a capacidade de se deslocarem por capilares
sanguineos extremamente estreitos, muitos dos quais com um didmetro inferior ao dos
préprios eritrdcitos, o que obriga a que estas células sofram uma grande distorcéo!. Por
esta razdo necessitam de uma grande flexibilidade que lhes permita posteriormente

retomar a sua configuracéo original®.



Devido as grandes necessidades de O2 que o0 ser humano tem, os eritrocitos sofreram
adaptacdes evolutivas destinadas a melhorar a sua eficiéncia na entrega deste elemento
essencial'. Uma das particularidades fundamentais desta adaptacdo é a auséncia de
nucleo; desta forma, o consumo de oxigénio para o metabolismo da propria célula
transportadora é notavelmente reduzido, possibilitando uma maior entrega aos tecidos.
No entanto, em virtude desta auséncia, 0s eritrocitos apresentam um tempo de vida curto,
que ronda os 120 dias®. A forma biconcava da célula evidencia mais uma das suas
adaptacOes; esta caracteristica confere uma maior relacao superficie-volume que favorece
as trocas gasosas’. Ao contrario dos invertebrados, os animais mais complexos, como é o
caso dos humanos, necessitam de grandes quantidades de O.. Por este motivo, 0s
eritrécitos contém grandes quantidades de um tipo de proteinas denominadas de
“hemoglobina”, que sdo capazes de transportar quantidades relativamente grandes de
0212,

Assim, a hemoglobina é o conjunto de proteinas encarregues de transportar 0 Oz nos

eritrocitost 34,

Nos humanos, ap6s o nascimento, a principal hemoglobina é a hemoglobina A (HbA).
Esta foi uma das proteinas mais investigadas na década de 1950 e atraves dos avangos da
cristalografia de raio-X foi possivel a determinacdo das suas sequéncias de aminoacidos
bem como os arranjos espaciais dos atomos, o que permitiu compreender a relacdo entre
a estrutura molecular da hemoglobina e o seu funcionamento como transportador de Oy,
bem como o seu fendtipo normal®®. Uma molécula de hemoglobina perfeitamente
constituida tem um peso molecular que varia entre 0s 64 e 0s 64,5 kDa e € formada por
dois conjuntos de polipéptidos diferentes — as globinas — que juntos arquitetam uma

estrutura quaternaria (Fig. 1.1A)%.

Cada um dos polipéptidos contém no seu interior um atomo de ferro no estado ferroso

(Fe 11) envolvido no centro do anel da molécula de porfirina designada por grupo heme
(Fig. 1.1B), este Gltimo, representando cerca de 4% do peso da hemoglobina'#. Cada
molécula de hemoglobina comporta 4 atomos de ferro e cada um deles é capaz de
estabelecer ligagGes com 2 atomos de oxigéniol“. Desta forma, o ferro encontrado no
grupo prostético heme é encarregue de transportar o O2; por sua vez, a estrutura complexa
de porfirina juntamente com a globina fornecem o ambiente adequado para salvaguardar
o ferro da oxidacdo tornando-o soltvel e promovendo a alteragédo da sua afinidade ao O,
uma vez que este tem a capacidade de reverter esta afinidade®*. Por outro lado, as cadeias
2



alfa da hemoglobina diminuem a afinidade com o O devido ao processo reversivel de
carbonacéo®. Este processo facilita a captacdo de CO- produzido durante os processos
metabdlicos do organismo®. A sua captagio é ainda culminada pela grande capacidade
que a hemoglobina ndo oxigenada (desoxi-hemoglobina) tem de transportar mais CO:
que a hemoglobina oxigenada (oxihemoglobina); desta forma, apds a libertacdo de O2 nos

tecidos, o CO; é eficazmente captado *.

A Cadeia Cadeia o

Grupo Heme

Cadeia a Cadeia B

Figura 1.1. Representacdo da constituicdo da hemoglobina A. (A) Tetramero de hemoglobina A composto por duas
cadeias a- e duas cadeias p-globina. Cada globina contém no seu interior um grupo prostético denominado heme. (B)
Estrutura da molécula de porfirina em que se envolve o &tomo de ferro (grupo heme).

Adaptado de: Diepstraten and Hart, 20198

A composicdo das hemoglobinas varia ao longo do estadio da vida (embrionério,
fetal e adulto) num processo conhecido por “globin switching”, dando lugar a seis
hemoglobinas diferentes (Fig. 1.2A) que respondem as mudancgas de necessidade de

oxigénio durante o desenvolvimento*®.

Cada hemoglobina tem uma estrutura tetramérica formada por duas globinas do
tipo o [£ (zeta) ou a (alfa)] e duas globinas do tipo [ [€ (épsilon), y (gama), & (delta) ou
(beta)]*. A sintese é controlada por dois agrupamentos multigénicos; o agrupamento o.-
globinico, localizado no cromossoma 16 que contém os genes globinicos (-, a2- e al-
globina e o agrupamento B-globinico, presente no cromossoma 11 que compreende 0s
genes e-, 8y- Ay, - e B-globina 4. Os genes no agrupamento a- e B-globina apresentam a
mesma disposicao transcricional e estdo dispostos na mesma ordem em que S0 expressos
ao longo do desenvolvimento, acompanhando as mudangas temporais dos principais
locais da eritropoiese (Fig. 1.2B)*. Assim sendo, ainda numa fase embrionaria, no saco

vitelino, formam-se os tetrameros {2y2, {2€2 e 02€2, correspondentes, respetivamente, as

3



hemoglobinas Portland, Gower | e Gower 11*%, Estes permanecem constantes até que os
elementos regulatorios impulsionem a expressao dos genes o e v, cujas cadeias globinicas
tetramerizadas constituem a hemoglobina fetal (HbF) a2y28. No decorrer da fase fetal, o
local da eritropoiese é alterado do saco vitelino para o figado e bagco. Apo6s 0 nascimento,
o principal 6rgédo da eritropoiese passa a ser a medula 0ssea. Agora, a sintese da y-globina
por expressdo dos genes HBG1 (*y) e HBG2 (®y) diminui gradualmente e, inversamente,
aumenta a expressdo do gene da B-globina (HBB). Assim, é promovida a formacgéo do
tetrdmero a2P2, que constitui a principal hemoglobina presente na fase adulta, a HbA,
que representa cerca de 97% da hemoglobina total®>®. Em menores quantidades, é possivel
ainda verificar-se na fase adulta, a HbF em quantidades geralmente abaixo de 1%, e a
hemoglobina Az (HbA:: a282) em quantidades na ordem de 2-3%°°.

Hb Embrionaria

A, Cromossoma 16 =
" 4 o2 ol o
Telémero HS-40 (H82) (HBA2)  (HBA1) gt 2 o
O 0 F CH—
V R

Hb Fetal

@
Cromossoma 11

o2v2

s Gy Av 1 3
s 4 3 2 1 (HBE) (HBG2) (HBG1) (H8D)  (HBB)
1 ===
LCR @
Saco vitelino Figado Bago Medula Ossea a2p2 262

B.

Sintese Total de Globina (%)

Y

T T T T Ll T T i T T T T

6 12 18 24 30 361 6 12 18 24 30 36 42 48
, . . Nascimento ,

Pos-concecio (semanas) Posnatal (semanas)

Figura 1.2. Ontogenia das hemoglobinas humanas. (A) Representagdo esquematica do agrupamento génico da o-
globina, localizado no cromossoma 16, e do agrupamento génico da p-globina, localizado no cromossoma 11. Exibigéo
das diferentes hemoglobinas ao longo do desenvolvimento com base na expresséo dos genes dos agrupamentos. (B)
Expressdo das diferentes globinas ao longo do desenvolvimento. Os genes { e € 80 expressos durante um curto espago
de tempo (periodo embrionario) até que a expressao dos genes a € y as substitua (periodo fetal). Por fim, os genes a, B
e 8 ddo origem as principais hemoglobinas da fase adulta (HbA e HbA?).

Adaptado de: Stamatoyannopoulos, 1992%; Higgs et al., 20057; Lee et al., 2021™; Zittersteijn et al., 202112

A grande variedade de globinas durante o desenvolvimento despertou o interesse dos

investigadores em compreender 0s processos e mecanismos biolégicos que controlam a



expressdo dos genes das globinas. Assim, foi descoberto que a expressdo destes genes
depende dos elementos regulatorios proximais (0s promotores) para além de também
depender de elementos regulatérios localizados a montante dos genest!. Os elementos
regulatérios distais da a-globina fazem notar-se a 30-70 kb a montante do respetivo
agrupamento génico e compreendem quatro sequéncias conservadas em multiespécies
(MCS), denominadas por MCS-R1, MCS-R2, MCS-R3 e MCS-R4, ou HS-1 a 4, e que
sdo fundamentais para a expressdo dos genes globinicos em cis !*. Do mesmo modo, a
expressdo dos genes do tipo B-globina é regulada por um conjunto de sequéncias situadas
a montante desse agrupamento génico ao qual se atribuiu 0 nome de regido de controlo
do locus (LCR) e é constituida por cinco locais hipersensiveis a DNase | (HS-1, -2, -3, -
4 e -5)!1, Através de estudos in vitro e in vivo, foi demonstrado que o LCR realiza
interacbes com os promotores dos genes da -globina e que na sua auséncia manifesta-se
numa reducdo acentuada de transcritos de globina. Apesar de ter havido muitos avancos
no conhecimento desta regulacdo génica a longa distancia, os mecanismos envolvidos
continuam a ser objeto de estudo, uma vez que estes ainda ndo se encontram totalmente

compreendidos®t3,

1.3 As patologias relacionadas com a hemoglobina — as hemoglobinopatias

Sendo as hemoglobinas proteinas de extrema importancia, as suas subunidades — as
globinas - sdo altamente conservadas preservando-se oito regides helicoidais de A a H*.
Uma pequena alteracdo de um aminoacido pode ser o suficiente para comprometer toda
a sua funcionalidade, levando ao desenvolvimento de patologias designadas por
hemoglobinopatias®*. As patologias associadas aos genes das globinas apresentam uma
transmissdo autossomica recessival*>. De um modo geral, as hemoglobinopatias sdo o
resultado de mutacdes pontuais, de delecdes, ou de insercdes nos genes globinicos, ou,

mais raramente, nas suas regides regulatorias.

As hemoglobinopatias apresentam uma grande prevaléncia nos paises europeus que
rodeiam o Mediterraneo, no Sudeste Asiatico e em Africa, locais onde estas foram
originalmente encontradas'®>*’. Devido aos multiplos fenémenos migratérios, a dispersio
tornou-se cada vez mais heterogénea no mundo ao ponto de serem classificadas como

doencas endémicas em varios locais do globo®Y'.



Com um impacto que atinge cerca de 7% da populagio mundial, as
hemoglobinopatias s&o as doencas hereditarias de transmissdo autossomica recessiva que
mais afetam a populagéo, estimando-se 300 000 - 400 000 de neonatos por ano®>*7

As hemoglobinopatias séo classificadas de acordo com o tipo de consequéncia que a
alteracé@o nos genes pode desencadear, sendo discriminadas por defeitos quantitativos ou
qualitativos®™>!8, Os defeitos quantitativos definem-se por uma producio diminuida ou
auséncia total de uma das cadeias de globina, contudo, a sua producéo é estruturalmente
normal; j& os defeitos qualitativos implicam uma alteracdo das propriedades estruturais

de uma das subunidades de globina®8,

1.3.1 Defeitos quantitativos — Talassémias

Descrita por Cooley e Lee em 1925, a talassémia foi relatada pela primeira vez na
regido do Mediterraneo. Por este motivo foi-lhe atribuido o nome que provém do grego:
“talassa” que significa mar e “haema” que significa sangue. No entanto, como todas as
hemoglobinopatias, a prevaléncia da talassémia e verificada hoje em diversas

regidest 120,

A talassémia é um grupo heterogéneo de doencas hereditérias, de transmissao
autossémica recessiva, cuja principal caracteristica é a reducdo ou a total auséncia da
sintese das cadeias de globina®8, As alteracdes genéticas que ddo origem as talassémias
podem afetar as cadeias a-, -, 3p3-, yop-, 8- ou y-globina e séo designadas de acordo com
a cadeia que sofre a alteracdo’. Até a data, desconhece-se distlrbios que envolvem a
cadeia € e sdo raros os existentes nas cadeias y e 9, pelo que a predominancia de alteracdes
globinicas encontram-se localizadas nas cadeias o e 3, originado, respetivamente, as -

talassémias e as p-talassémias’.

Como suprarreferido, a hemoglobina é formada por duas cadeias do tipo o e duas
do tipo B; uma instabilidade nesta proporgéo gera um excesso da cadeia produzida na taxa
normal. A cadeia em excesso € impossibilitada de emparelhar com a cadeia
complementar, o que consequentemente leva a sua precipitacdo na célula e causa danos
na membrana celular favorecendo a hemdlise prematura dos eritrdcitos ou até mesmo
uma eritropoiese ineficaz, no caso dos danos ocorrerem nos seus precursores'l. Os
acontecimentos em cadeia resultam numa anemia em que eritrocitos apresentam uma

coloragdo menos acentuada (hipocromica) e um tamanho reduzido (microcitico)!>%.,



1.3.1.1 A a-Talassémia
As delecOes sdo alteragcbes cromossdmicas que provocam a perda de material
genético; esta é a base mais comum que da origem a a.-talassemia, podendo estas delecdes

apresentarem extensoes variaveis. As formas mais frequentes de a-talassémia séo devidas
as delegdes de 3,7 kb e 4,2 kb 341122,

Os genes da a-globina encontram-se duplicados em cada cromossoma 16 em duas
unidades de 4 kb homologas**2*24, A origem dos fendmenos delecionais mencionados
previamente aparentam ocorrer pelo facto dos genes homologos da a-globina se
encontrarem em tandem*. As regiGes homologas do gene séo divididas pelas caixas X, Y
e Z (Figura 1.3A) e a distancia verificada entre a primeira caixa Z e o seu homologo € de
3,7 kb; ja as caixas X estdo separadas por 4,2 kb*>?*2°. O crossing-over desigual dos
cromossomas homdélogos durante a meiose origina um cromossoma com um Unico gene

anti3,7

e 0wwtant|4,2)'

a e um cromossoma contendo o triplicado do gene da a-globina (aoo
como é verificado na Figura 1.3A e 1.3B *2*?°. O cruzamento entre as caixas Z dos
cromossomas homdlogos leva a uma delecdo a direita (Figura 1.3A) em que 3,7 kb de
DNA sdo doados de um cromossoma para outro; de modo idéntico, um cruzamento entre
as caixas X exclui 4,2 kb de um dos cromossomas, originando uma delecdo a esquerda
(Figura 1.3B)3%3%,
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Figura 1.3. Representacdo esquematica do mecanismo que da origem as delecfes comuns da a-talassémia. (A) O
emparelhamento normal dos genes da a-globina, com as regifes de homologia X, Y e Z e o crossing-over que gera a
delegdo a®7. (B) O emparelhamento normal dos genes da a-globina, com as regides de homologia X, Y e Z e o crossing-
over que gera a delecio o*2.
Adaptado de: Farashi & Harteveld, 20182

As a-talassémias podem apresentar diferentes fendtipos a nivel clinico como
consequéncia da dosagem geénica em falta, levando ao aparecimento de essencialmente
quatro manifestacdes clinicas cuja gravidade hematolégica aumenta de maneira
proporcional ao numero de genes afetados. As lesdes genéticas que interferem na
producdo de a-globina destabilizam a formacgéo das hemoglobinas de expresséo fetal e
adulta, uma vez que os genes da alfa-globina sdo expressos desde a fase embrionéria do
desenvolvimento humano e consequentemente, a manifestacdo dessas lesbes faz-se notar

no periodo intrauterino e pos-natal®.

Séo considerados portadores silenciosos os individuos que apresentam a auséncia
de um dos quatro genes da a-globina (-o/aat), estas alteragdes ndo manifestam transtornos
hematoldgicos significativos, pelo que a anomalia destes individuos apenas € identificada
apos realizacdo de teste genético pos-natal'®?3, Diferente dos portadores silenciosos, o
estado de heterozigoto implica a perda de expressao de dois genes a-globina, dando
origem a manifestaces clinicas como anemia ligeira, hipocromia e microcitose*. A
perda dos dois genes pode ser em cis, N0 mesmo cromossoma (oo/--) ou em trans,
envolvendo os cromossomas homdlogos (o-/a-). Ambas as dele¢cbes ddo origem ao
mesmo fendtipo, sendo a primeira mais comum no Sudeste Asiatico*. A delegdo dos trés
genes da a-globina (--/a-) d& origem a caracteristicas como anemia moderada a grave

devido a precipitacdo gradual da Hb H no eritrocito em circulagdo®*'4. A limitagdo

8



acentuada de cadeias a-globina origina um excesso de globinas do tipo B livres para
formar uma hemoglobina homotetramérica®. A hemoglobina composta por y4 ¢
conhecida como Hb Bart's, e o tetrdmero 4 ¢ denominado por Hb H*. Qualquer uma das
hemoglobinas homotetraméricas mencionadas sdo ineficientes como transportadoras de
oxigénio uma vez que s3o incapazes de libertar oxigénio para os tecidos*. Os
descendentes de dois portadores do alelo --/aa,, podem receber cromossomas com a
delecdo dos quatro genes a (--/--)*. Como consequéncia, os niveis de Hb Bart's sdo
elevados causando hipoxia intrauterina grave e os individuos nascem com uma
acumulacdo generalizada de liquido, que pode resultar na morte in utero ou apds o
nascimento, condi¢do essa denominada hidropsia fetal. Este facto acontece com alguma
frequéncia no Sudeste Asiatico por aqui serem prevalentes grandes dele¢des no
agrupamento génico da a-globina que removem os dois genes a-globina do mesmo

alelo®*14,

Mais raramente a a-talassémia é devida a mutagdes pontuais que podem ocorrer
em qualquer dos genes a-globina. Contudo, dois ter¢os da producédo da globina total é da
responsabilidade do gene a2, pelo que as mutagdes do gene a2 apresentam efeitos mais

nefastos do que as mutagdes do gene al?2.

1.3.1.2 A p-Talassémia

Diferente da a-talassémia que tem por base sobretudo delecBes, a B-talassémia
geralmente provém de substituicdes de um Unico par de bases que tenha como
consequéncia a diminuicdo da expressao do gene HBB. Assim, a sintese da cadeia -
globina é diminuida, causando anemia hipocrémica e microcitica. As cadeias o-
globinicas em excesso sdo insolUveis e precipitam, originando uma eritropoiese pouco
eficiente e hemolise devido aos danos na membrana dos eritroblastos?!. Até cerca dos seis
meses apds 0 nascimento, a produgdo de -globina encontra-se naturalmente diminuida,
razdo pela qual a manifestacdo de p-talassémia apenas ocorre apos esse periodo, quando

a B-globina devera substituir a y-globina, e assim a HbA devera substituir a HbF®2L,

Sao inumeras as mutacGes B-talassémicas e por este motivo, pessoas afetadas por duas
mutacdes talassémicas nem sempre sdo homozigoéticas, uma vez que podem ter mutagdes
talassémicas diferentes, e nesse caso denominam-se compostos heterozigoticos't??.

Individuos com dois alelos afetados com mutagdes graves tém, geralmente, a doenca na
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sua forma mais grave, a talassemia major, o que origina anemia muito grave que requer
transfusdes sanguineas regulares e quelacdo do ferro?:. Nos casos de gravidade
intermédia, onde as transfusdes ndo sdo requeridas regularmente, a talassémia denomina-
se intermédia. Por outro lado, o individuo portador (apenas com um alelo afetado) nédo é

doente e considera-se que tem uma talassémia minor ou trago talassémico -2,

Os casos de p-talassemia sdo distinguidos, em termos bioquimicos, em trés
categorias: (i) se a producéo de B-globina for nula (B°); (ii) caso seja produzida em baixa
quantidade (B); (iii) na hipdtese de ser minimamente reduzida é entdo denominada de

minor (B++)11‘21'

1.3.2 Defeitos qualitativos — Variantes da Hemoglobina

As hemoglobinopatias do tipo qualitativo sdo essencialmente caracterizadas pela
alteracdo estrutural da molécula de hemoglobina®®. S3o, geralmente, causadas por
alteracbes pontuais na regido codificante dos genes da B-globina ou da a-globina
(mutacBes missense) que originam a alteracio de um aminoacido na globina
correspondente. Essa alteragdo na estrutura da hemoglobina pode conferir-lhe
propriedades fisico-quimicas muito diversas e pode, ou ndo, originar doenga.

De entre as variantes de hemoglobina conhecidas, a variante patogénica mais
frequente é causada pela alteracdo ¢.20A>T no gene da B-globina, rs334, que origina a
variante de hemoglobina denominada de hemoglobina S (HbS).

A doenca das células falciformes (SCD) é um termo generalizado para descrever um
tipo de hemoglobinopatias em que ambos 0s genes da -globina se encontram afetados e
em que pelo menos um deles apresenta a mutacio que origina a HbS?%%". Este grupo
engloba a homozigotia para a mutacdo ¢.20A>T (HbSS), conhecida como anemia das
células falciformes (SCA) ou drepanocitose. Para além disso, engloba também os casos
de heterozigotia composta entre uma variante estrutural da hemoglobina (como por
exemplo a HbC) ou uma mutagdo P-talassémica, em trans com a mutacdo
€.20A>T%6:27 Das formas apresentadas da SCD, em individuos de ascendéncia africana,
a drepanocitose é a causa mais comum, afetando cerca de 65-70% dos casos de SCD;
seguindo-se a HbSC, que atinge cerca de 30% dos casos e por fim a mais rara, a HbS/p-

talassémia®.
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Tratando-se a drepanocitose da forma mais frequente e severa da SCD, é também,
consequentemente, a mais investigada, bem como a condigdo descrita de maneira mais

pormenorizada?®.

1.4 A Drepanocitose

Em 1910, James Herrick descreveu formalmente e pela primeira vez o fenotipo dos
eritrocitos peculiares da anemia falciforme como “alongadas e em forma de foice” (Fig.
1.4)8. A base por detras da deformacéo relatada por Herrick foi elucidada em 1957
quando Ingram demonstrou pela primeira vez como a alteracdo de um aminoacido
consegue ter um efeito impactante, alterando a proteina onde se encontra?®2, Goldstein
et al. comprovaram que a substituicdo de apenas um unico nucle6tido, c.20A>T no gene
da B-globina (HBB) no cromossoma 11, resulta numa mutacdo missense que provoca a
alteracdo do 6° aminoacido da cadeia de B-globina, de &cido glutdmico para valina.
Consequentemente, ha a alteracdo de um aminoéacido de carga neutra, observado na
hemoglobina normal, para um residuo hidrofébico que torna a proteina menos eficiente
que o normal®. Para além disso, esta proteina anomala ganha a propriedade de

falciformizar em condicgdes de baixa de oxigénio.

Figura 1.4. Esfregaco de sangue periférico de um individuo com drepanocitose. Na imagem é possivel verificar as
alteragdes da morfologia dos eritrocitos falciformes (marcados com S). E também possivel observar varias células em
alvo (target cells). Adaptado de: O’Brien et al., 202231
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A drepanocitose € uma doenca de heranga monogénica autossomica recessiva,
como tal, individuos portadores do trago drepanocitico (heterozigotos) apresentam apenas
uma cépia do alelo que origina a HbS e uma outra cOpia correspondente a HbA, esta
dualidade impede a manifestacdo da patologia. Ao contrario, nos doentes drepanociticos,
verifica-se duas copias dos alelos com a mutacdo drepanocitica, originando-se HbS e

auséncia de HbA.

O alelo BS ¢ classicamente associado a cinco haplotipos que se caracterizam por
um padrao de regides polimoérficas ao longo do agrupamento génico de B-globina onde o
alelo BS se encontra inserido. Esses haplétipos foram denominados: Arabe-Indiano,
Benim, Camarbes, Bantu (ou Africa Central) e Senegal, com base nos grupos
etnolinguisticos ou regides geograficas correspondentes, contudo as designacfes nédo
indicam necessariamente onde os haplétipos se originaram®>%., E ainda integrado uma
sexta categoria para haplétipos que ndo seguem nenhum destes padrbes, os chamados
"atipicos"3. Os haplotipos foram definidos de acordo com a presenca ou auséncia de um
conjunto de locais de restricdo canonicos de polimorfismos conservados ao longo do

agrupamento B-globinico, sendo os principais locais de restricdo: 5°- Xmn I (®y), Hind 111
(Cy e Ay), Hinc 11 (5°ypB e 3°yp) e Hinf 1 (B) - 3°%2%,

Tabela 1.1 Principais haplotipos associados a drepanocitose

R Y = S S
Senegal + + - + + +
Benim - - - - + +
Bantu - + - - - +
Camardes - + + - + -
_Arab 0- + + - + + -
indiano

1.4.1 Distribuicdo geografica
A drepanocitose € uma doenga que tem vindo a ganhar cada vez mais importancia
devido ao seu impacto crescente a nivel mundial. A origem desta patologia é ainda uma

incdgnita; analises genéticas vieram demonstrar que o evento mutacional rs334 surgiu
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por meio de ocorréncias independentes que se deram sobre cada um dos haplétipos em
diferentes populagdes (quatro vezes em Africa em regibes Bantu, Benim, Senegal e
Camar@es e uma vez na India) e estes preservaram-se devido a selegdo natural®*-35, Em
contraste, estudos mais recentes trouxeram novas evidéncias que levam a crer que o
evento ocorreu uma Unica vez com possivel origem na Africa Equatorial ou Médio
Oriente. No presente, entre as regides mais afetadas encontra-se a Africa subsaariana,
regides banhadas pelo Mediterraneo, Médio Oriente e a India?®3®. Esta elevada
prevaléncia é coincidente com regides endémicas de malaria causada pelo Plasmodium
falciparum. uma vez que a heterozigotia para HbS demonstra um elevado grau de
protecdo contra a maléria, diminuindo o risco de maléria grave em 86% por meio de

mecanismos ainda pouco elucidados?®.

Dia 19 de junho assinala-se o Dia Mundial da Doenca das Células Falciformes
como forma de consciencializagcdo da gravidade da doenca, uma vez que apesar das
vantagens protetoras do heterozigoto, acima referidas, a drepanocitose € um problema de
salide publica®®2¢. A doenca tem vindo a ganhar uma vasta dispersio geografica, afetando
areas para além de suas origens geograficas iniciais, como é o caso da Europa e da
América, devido as migracdes populacionais recentes!®53, O niimero real de individuos
com SCD é ainda incerto, contudo, € notério que devido ao aumento populacional assim
como a diminuicdo da taxa de mortalidade infantil, este valor tem vindo a aumentar®’.
Modelos recentes conduziram a estimativas que indicam uma incidéncia mundial préxima
de 300.000 neonatos com alelos de hemoglobina falciforme por ano, e que podera atingir
0s 400.000 anuais até 2050%’. Sobretudo no continente Africano, a falta de diagndstico e
tratamento precoce podera atingir de modo fatal cerca de 80% das criangas com o
gendtipo HbSS antes dos 5 anos de idade®”. As informacBes referentes a taxa de
morbilidade e mortalidade sdo limitadas, no entanto um estudo efetuado no Quénia veio
divulgar uma taxa de mortalidade de 58/1000 por ano; valor este 23 vezes superior ao de

criancas desprovidas de doenca falciforme®’.

1.4.2 Fisiopatologia

Retratar a drepanocitose é inevitavelmente mencionar as crises de dor vaso-
oclusivas, uma vez que esta € a caracteristica fortemente marcada pela patologia. Apesar
destas serem a principal manifestacdo, a premissa por detrds advém da ocorréncia da

polimerizacdo da HbS®*®. A polimerizacio da HbS da-se sobretudo em baixas

13



concentracdes de oxigénio, estimulando a alteracdo da estrutura dos eritrécitos bem como

a sua funcéo, resultando na morfologia observada por Herrick?638,

A polimerizacdo da HbS ocorre devido ao local hidrofébico causado pela
substituicdo da valina na 6* posicdo da cadeia da B-globina. Em desoxigenacdo, a BVal6
de uma cadeia BS de uma molécula de hemoglobina liga-se aos residuos pAla70, BPhe85
e BLeu88 de outra molécula de hemoglobina. Esta interacao entre as desoxi-hemoglobinas
S (desoxiHbS) é a necessaria para a formacdo dos polimeros, onde 14 filamentos
organizados de forma helicoidal (Fig. 1.5.) sdo necessarios para distorcer e alongar 0s

eritrécitos®®3°,

Figura 1.5. Representacdo esquematica da polimerizagdo da HbS. As HbS desoxigenadas (conformacéo T)
organizam-se formando polimeros de 14 fibras helicoidais que deformam e alongam os eritrocitos. Na representagdo é
possivel verificar que a HbS saturada com oxigénio (conformacdo R) ndo tem participacdo para a formagdo dos
polimeros. Adaptado de: Eaton, 20204

Apbds a desoxigenacdo, as moléculas de hemoglobina colidem formando
rapidamente um polimero de fibras multifilamentadas que enrijecem as células e alteram

a forma bicdncava dos eritrocitos para foices alongadas — os drepandcitos (Fig. 1.6.)
18,41,42

HbS HDbS polimerizada

Eritrocitos oxigenados Eritrocitos desoxigenados Eritrocitos falciformes
Figura 1.6. Representacdo esquematica da morfologia dos eritrécitos falciformes. A polimerizagéo da desoxi-HbS

conduz a alteragdo da estrutura e origina os eritrocitos tipicamente falciformes.
Adaptado de: Williams & Thein, 2018%
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A reoxigenacdo permite quebrar o polimero e deste modo reverter a estrutura
original do eritrdcito; ainda assim, as consequéncias dos ciclos repetidos de
falciformizac&o e desfalciformizacdo podem ser nefastas j& que a membrana celular sofre
danos que atuam na sua permeabilidade e provocam desidratacdo celular, repercutindo

numa hemolise prematura e anemia hemolitica cronical®#2,

A obstrucéo dos vasos sanguineos, também denominada como vaso-oclusdo € a
principal ocorréncia que leva a hipoxemia local com subsequente leséo tecidular direta e
inflamac&o**#4. Dado a morfologia alterada dos eritrocitos falciformes, € intuitivo
responsabiliza-los pela vaso-oclusdo. De facto, assumir-se que a causa raiz do bloqueio
vascular provém apenas da polimerizacdo da hemoglobina é nos dias de hoje uma

explicacdo excessivamente simplista®.

O fluxo sanguineo é ditado por varios fatores e componentes presentes no sangue.
De entre os principais ressalta-se a expressao de moléculas de adesdo na superficie celular
que favorecem a adesao intercelular e adesio das células sanguineas ao endotélio*34647,
Os eritrdcitos falciformes expressam a sua superficie uma elevada quantidade de
fosfatidilserina (PS); complementarmente, nas células endoteliais verifica-se a presenca
de recetores especificos de fosfatidilserina (PSR) que permitem a adesdo entre estes
eritrocitos e o endotélio®**’. Durante as crises drepanociticas, a expressio de PS é
intensificada desencadeando uma maior interacdo entre eritrocitos e endotélio. Além
disso, as moléculas de adesdo aprisionam as plaquetas contribuindo deste modo também
para o bloqueio dos vasos*’.

O gés natural NO, reconhecido como um neurotransmissor gasoso, tem também
um papel crucial na prevengéo da vaso-oclusdo uma vez que este dificulta a ligacdo das
moléculas de adesdo, ajuda a manter os niveis de plaquetas estaveis e tem uma acao
vasodilatadora. Ao contrario dos eritrocitos morfologicamente normais, que tém um
tempo de vida estimado em 120 dias, os eritrocitos falciformes sdo demasiado frageis e a
sua vida dura em torno dos 10-20 dias*"*. A lise celular resultante dessa fragilidade
liberta 0 heme existente no interior das células que por sua vez reduz a biodisponibilidade
de NO, conduz a expressdo de moléculas de adesdo e a producdo de péptidos que
conferem constricdo dos vasos sanguineos (endotelina)*?4748, A deplecdo de NO favorece
ainda o aumento plaquetario (trombocitose)*®. As plaquetas libertam microparticulas,
moléculas de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) soluveis, bem como selectinas E e P, estas
ultimas com capacidade para favorecer a ades&o dos leucécitos ao endotélio*>48,
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Em acréscimo, em resposta a hemolise descomedida, a medula 6ssea sofre reticulocitose
de stresse**3. O que significa que sdo libertadas para a corrente sanguinea maior
quantidade de reticuldcitos. Estas células imaturas apresentam um elevado nimero de
moléculas de adeséo, como por exemplo, a ICAM-1, very late antigen-4 (VLA-4) (04B1)
e cluster of differentiation 36 (CD36), permitindo uma maior facilidade de ligacdo destas

ao endotélio**8,

Além de todos os critérios ja referidos, é de salientar que em individuos com
drepanocitose, 0 nimero basal de leucdcitos é elevado e encontra-se associado ao
aumento da morbilidade e mortalidade, sugerindo que os neutréfilos tém um papel
importante na vaso-oclusdo tendo sido referido que aderem ao endotélio e capturam o0s

eritrocitos falciformes, promovendo a vaso-oclusdo?®42,

Assim, e em resumo, a vaso-oclusdo poderd ser desencadeada por estimulos
inflamatdrios ou ambientais, como em casos de hipoxia, infe¢do, desidratacdo ou outras
causas nao identificadas que podem diferir temporalmente no individuo ou entre os

individuos*,

1.4.3 ManifestacGes clinicas

As manifestacdes clinicas da drepanocitose sdo muito variaveis intra- e inter-
individuos. Como referido anteriormente, uma caracteristica comum S&o as crises vaso-
oclusivas, cuja intensidade e frequéncia é também variavel. Daqui advém uma série de
eventos, como episodios de dor, anemia hemolitica cronica, inflamagéo cronica, dano
progressivo em varios 0rgdos, entre outros, pelo que a patologia é considerada uma
doenca multi-sistémica. Contudo, o curso da doenca é variavel e o contexto que determina

o0 impacto nos diversos 6rgdos permanece, em parte, desconhecido?®4144,

1.4.3.1 Dor

Os processos da vaso-ocluséo referidos anteriormente tém como consequéncia a
hipoxia e esta, por sua vez, favorece o dano dos tecidos e inflamagdo por lesdo de
isquemia, resultando na dor excruciante caracteristica da anemia falciforme®®. Os
primeiros sintomas de dor na anemia falciforme podem iniciar-se entre os 3 e 0S 6 meses
como um episodio de dactilite*®. A dor persiste durante toda a vida com uma frequéncia

variavel e é o principal motivo de internacdo hospitalar para adultos e criangas, sendo
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mais frequente em adolescentes e jovens adultos do que em criancas pequenas**“°. De
modo geral, a dor € a complicacdo mais importante da doenga e o aumento da frequéncia
das crises de dor esta relacionada com a morte precoce de individuos drepanociticos*.

A dor originada pela drepanocitose pode ser definida como aguda, crénica,

neuropatica, induzida por comorbilidades ou uma combinacio destas®.

Apesar das crises de dor serem o principal motivo de hospitalizacéo, a maioria dos
episodios de dores agudas sdo tratados em casa. Fatores como a idade e 0 sexo podem
despoletar taxas crescentes de crises, como é verificado com o inicio do ciclo menstrual
em muitas mulheres. Estimulos como exposicao ao frio, infecdes, desidratacao, gravidez,

ansiedade e stresse mental podem também contribuir como precursores®.

As crises de dor podem ocorrer em qualquer parte do corpo, contudo, é mais
comum afetarem extremidades de 0ssos longos, térax/costas e pelve. Nos homens, o
priapismo ou erecdo dolorosa na auséncia de estimulacdo sexual é uma causa de

morbilidade significativa®®.

A gestdo da dor € um fator importante que valoriza a sobrevida dos individuos
com drepanocitose, no entanto, alguns eventos de dores sdo complexos e 0s tratamentos
ndo correspondem as expectativas®®. Deste modo, é recomendado a elaboragdo de
protocolos individuais tanto para pacientes no ambulatério como para pacientes
internados, procedimento este que permite melhorar a qualidade de vida e diminuir a taxa
de admissdo hospitalar®®. O procedimento domiciliar inclui analgésicos orais, hidratacio
e repouso*. No caso deste se tornar ineficaz, a triagem rapida e administragio de opioides
é recomendada®®. O primeiro passo para a avaliacdo, consiste em estimar a dor,
geralmente auto-referida, com base numa escala de gravidade; de seguida, a
administracdo de opidides. Os opioides impedem a transmissdo dos estimulos da dor que
conduzem a um aumento do limiar da dor*®. Um dos analgésicos mais utilizados para o
controlo da dor é a morfina, que apesar da sua eficacia, é observado que em alguns
pacientes, esta podera originar retinopatia, lesdo pulmonar aguda e acidente vascular
cerebral®®. Deste modo, as alternativas aos opioides tém vindo a ser cada vez mais

exploradas como é o caso da cannabis vaporizada, da arginina e da acupuntura®.
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1.4.3.2 Anemia hemolitica cronica e as crises de anemia aguda

Os doentes com drepanocitose tém uma anemia hemolitica cronica devido ao
processo continuo de destruicdo dos seus eritrocitos anémalos. Para além disso tém
episddios de anemia aguda que é verificada quando existe um declinio da hemoglobina
de no minimo 2 g/dL dos valores habituais do individuo?. Esta complicagdo € frequente
durante as crises de dor, mas também ¢ verificada durante a crise aplastica (auséncia
temporaria de eritropoiese), hemolise exacerbada, sequestro esplénico agudo ou durante
infeches agudas graves?®#2. Estima-se que mais de metade dos individuos com
drepanocitose vivenciard um evento anémico agudo, podendo este ser fatal. Nestes

contextos, é indicada a administragdo de uma transfuséo de sangue*!.

1.4.3.3 Dactilite

Uma das manifestagbes clinicas mais prematuras na drepanocitose é a
dactilite?®>!. Este evento ocorre em bebés e criancas no momento em que se inicia a
transicdo da HbF para a HbS**!, A inflamag&o do peridsteo metacarpal devido ao enfarte
da medula 6ssea, causa um inchago doloroso das méos e dos pés que duram de horas a
muitos dias 24!, O acontecimento da-se sem um impulsionador e com pouco aviso prévio.
Estes episddios dolorosos podem ser acompanhados por febre baixa e aumento de

leucocitose que podera ser um indicativo de infecdo ou extenso dano tecidular®.

1.4.3.4 Ulceras nas pernas

As Ulceras nas pernas sdo uma das muitas complicacBes associadas a doenca,
sendo que 5 a 10% dos doentes com idade superior a 10 anos apresenta esta leséo tecidular
410 shunt arteriovenoso impede a pele de receber oxigénio e esta privagio origina as
Ulceras que afetam principalmente as zonas com menos gordura subcutanea ou zonas com
pele fina e é maioritariamente observado em pacientes com maior taxa de hemolise®. A
base do tratamento é feita através do controlo da inflamacdo e da certificacdo de uma
higienizagdo adequada, de modo a reduzir os riscos de infe¢do. Como as dores podem ser

imensuraveis, o uso de opioides ¢ referido para o alivio*.
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1.4.3.5 Osteonecrose e doencas 0sseas

Cerca de metade dos individuos com drepanocitose sdo afetados com osteonecrose
das articulacdes do quadril e do ombro*. A necrose isquémica do osso afeta 25% a 50%
dos adultos em resposta a vaso-oclusdo, hipoxia tecidular e subsequente osteonecrose
localizada* 8. A evolucio da complicagéo é progressiva e para a maioria dos doentes,
dois anos apds o inicio de sintomas é o suficiente para cabeca femoral entrar em colapso.
Atraveés da ressonancia magnética é possivel confirmar que a dor na articulagdo afetada,
e 0s espasmos musculares derivam de uma osteonecrose*’. O tratamento passa por
fisioterapia de reabilitagdo, administracdo de anti-inflamatorios nédo esteroides e

analgésicos; em casos extremos, a substituicao total do quadril é necesséaria®*2,

1.4.3.6 Auto-esplenismo e infec¢des

O bago é essencial na resposta imunitaria. A sua fungdo € equiparada a um filtro
fagocitico capaz de remover células velhas e/ou danificadas, bem como microrganismos
presentes no sangue; além disso, este também tem a incumbéncia de produzir
anticorpos®. Nos doentes drepanociticos, 0 bago tem, desde tenra idade, uma funcio
desmesurada na eliminacdo das células sanguineas andémalas. Esta funcdo leva,
inicialmente, a um aumento do seu tamanho (hiper-esplenismo). Contudo, como
consequéncia de multiplos blogueios origina-se fibrose e a esclerose continua dos tecidos
do baco origina-se hipo-esplenismo. O bago atrofiado assemelha-se a uma

“autoesplenectomia” onde o 6rgio se reduz e o individuo torna-se esplénico*48:°2,

Devido ao mau funcionamento do baco, ou a auséncia deste, os individuos com
drepanocitose carecem de linfocitos B e, portanto, a resposta imunitaria eficiente €
prejudicada. Esta situacdo pode facilmente contribuir para um aumento do risco de

infecGes e mesmo de sepsis®>2,

Embora ainda hoje se associe as infe¢des bacterianas a uma das principais causas
de morbilidade e mortalidade na drepanocitose foi verificado um progresso substancial
no progndstico apds a introducdo da penicilina como tratamento profilatico*2445!, Um
acréscimo a protecdo de individuos com drepanocitose foi também o aparecimento da
primeira vacina conjugada que confere imunizagao contra Streptococcus pneumoniae e
Haemophilus influenzae que diminuiu significativamente a incidéncia dessas

infegBes*24451,
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1.4.3.7 Sindrome toracica aguda

A sindrome toracica aguda é a segunda causa mais frequente de hospitalizacéo e
uma das principais causas de morte na drepanocitose*' 25!, Esta, é uma lesdo pulmonar
aguda derivada de um processo hiper-inflamatorio que podera ser fatal. E manifestada
através de dor no peito, febre, tosse, hipoxia, sibilos e infiltrados pulmonares; progredindo
em contexto de um episodio vaso-oclusivo*t43°153 Esta complicagdo pode, por muitas
vezes, ser nublosa e indistinguivel da pneumonia devido ao quadro clinico e aos exames
radioldgicos. Contudo, diferente da pneumonia, esta é resultado da patologia intrinseca
da doenca falciforme. Certamente, a presenca de agentes microbianos, como
Streptococcus pneumoniae, pode funcionar como promotor no desenvolvimento da leséo,
no entanto, a sindrome toracica aguda é resultado da interacdo entre o agente infecioso e

a vulnerabilidade do hospedeiro®.

E observado que a incidéncia desta lesdo é maior em criancas, mas a sua gravidade
é proporcional ao aumento da idade, resultando em morte ou complicacBes graves em
10% dos individuos adultos; sendo presumivel que o aumento da gravidade esteja

relacionado com uma maior incidéncia de émbolos na medula 6ssea ou de gordura*'4248,

E pouco frequente que a gestdo do tratamento seja direcionada ao motivo que o
desencadeou, uma vez que raramente 0o motivo é evidente. Deste modo, as linhas de
tratamento sdo generalizadas, alterando-se consoante o estado de desconforto
respiratorio, hipoxia e resultados laboratoriais*'. Geralmente, é indicado antibioticos de
largo espectro (mesmo na auséncia de infecdo documentada), broncodilatadores,
espirometria de incentivo e motorizacdo constante da saturacdo de oxigénio no sangue;
em casos de hipoxia ¢ indicado o uso de oxigénio suplementar’. O uso de analgésicos
opioides, que é frequentemente utilizado, deve ser administrado com precaucéo devido
ao seu efeito colateral que desencadeia depressdo respiratéria e aumento da hipoxia. A
transfusdo de sangue é muitas vezes sugerida, uma vez que permite repor 0s parametros

hematoldgicos*.

A sindrome toracica aguda pode evoluir rapidamente, e apresentar uma extensa
opacificacdo pulmonar com derrame, edema e faléncia de outros 6rgaos. Nestes casos, 0s

recursos de intubac&o e suporte de ventilagio mecanica € crucial**°L,
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1.4.3.8 Priapismo

O priapismo é o nome clinico atribuido a erecdo indesejada e dolorosa do pénis?.
Cerca de 35% a 40% dos homens com drepanocitose sio afetados com esta condigéo® 8,
Os eventos recorrentes sdo normalmente iniciados durante a noite e podem ter uma
duracdo variavel de, no minimo, duas horas de desconforto toleravel, sendo estes
episddios chamados de priapismo stuttering?4t. Os episddios mais graves de priapismos
sdo marcados por dores extremamente agonizantes que podem ser suportadas pelos
pacientes durante dias, tendo muitas vezes como consequéncia a disfuncdo eréctil
permanente**®, Individuos com drepanocitose desenvolvem esta condicio devido a
vasculopatia derivada da hemdlise e da alteracdo dos parametros hematoldgicos, e é
constatado que nesses individuos, o risco de desenvolverem hipertensdo pulmonar,
acidente vascular cerebral, insuficiéncia renal e Ulceras nas pernas é superior a dos

individuos que ndo experienciam o priapismo*->4,

1.4.3.9 Hipertensdo pulmonar

A hipertensdo arterial pulmonar (HAP) € uma condicéao reconhecida pela alteragédo
da vasculatura pulmonar e pelo aumento da sobrecarga vascular pulmonar que tem como
resultado insuficiéncia do ventriculo direito e hipertrofia®. E descrita como uma pressio
média pulmonar maior ou igual a 25 mm Hg em estado de repouso, enquanto que a
pressdo média normal da artéria pulmonar é 20 mm Hg®. A HAP da drepanocitose
enquadra-se na classificacdo de categoria cinco que agrupa a “hipertensdo pulmonar com
etiologias pouco claras ou multiplas”, uma vez que os processos que podem resultar em
HAP na doenca falciforme sdo multifatoriais. No entanto, destes fazem parte o processo

hemolitico, a baixa biodisponibilidade de NO e a hipoxia cronica*->¢>7,

Estima-se que 30 a 40% dos doentes adultos com drepanocitose, principalmente
com idade superior a 35 anos, sejam diagnosticados com HAP, e que cerca de metade
destes morre nos dois anos seguintes apds o diagnodstico. As observaces em autdpsias
demonstram uma frequéncia superior, confirmando que muitas vezes a vasculopatia
pulmonar é assintomatica ou ndo reconhecida*’. A fim de se reduzir a mortalidade,

pacientes com drepanocitose devem realizar rastreios para a presenca de HAP*!,
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1.4.3.10 Acidente vascular cerebral

O acidente vascular cerebral (AVC) é uma complicagdo preocupante na
drepanocitose que pode incluir eventos isquémicos e hemorragicos devido a ocluséo de
grandes vasos*'. O fluxo sanguineo cerebral é elevado em pacientes com drepandcitos,
por outro lado, a hemolise dos eritrocitos reduz a disponibilidade de NO, lesionando o
endotélio e favorecendo os danos nos vasos cerebrais*. Criangas drepanociticas tém um
risco 300 vezes maior de experienciar um AVC que as criangas sem drepanocitose e, aos

45 anos, um quarto dos adultos com drepanocitose apresenta um historico de AVC*248,

O AVC isquémico é causado quando ocorre a obstrucdo de uma artéria de grande
calibre, geralmente, é acompanhado de uma complicacdo da sindrome toréacica aguda*?.
Durante um AVC isquémico podem ocorrer convuls@es, ataque isquémico transitorio,
fraqueza sUbita, paresia, afasia, disfasia, alteracdes do estado mental ou perda de
consciéncia*?®!, Neste caso, é indicado uma avaliagdo imediata através de uma

ressonancia magnética e transfusdes de troca rapida*?.

Cerca de 3 a 30% das lesdes neuroldgicas agudas devem-se ao AVC hemorragico
(ou hemorragia intracraniana) e tém uma mortalidade de 25 a 50%. Os indicios do
episodio sdo sobretudo cefaleia intensa ou perda de consciéncia sem hemiparesia. Os

estudos de imagem cerebral permitem confirmar a presenca deste episodio®.

Os enfartes cerebrais silenciosos sdo lesbes que ndo apresentam sintomas
neuroldgicos, no entanto, comprometem a fungdo neuro-cognitiva e traduzem-se no
comportamento anémalo de alguns pacientes. Estas lesGes sdo identificadas por meio de

estudos de imagem cerebral e estdo associadas a um risco elevado de AVC evidente*!5?,

1.4.3.11 Complicacges cardiovasculares

Os individuos com drepanocitose geralmente apresentam uma pressao arterial
normal, porém, os exames cardiol6gicos demonstram um aumento do coracao, precordio
hiperativo e sopros sistolicos*!. Cerca de 13% dos adultos com doenca falciforme
desenvolve cardiopatia do lado esquerdo causado principalmente pela disfungéo
diastdlica. A combinacgdo da doenca vascular pulmonar e disfungéo diastdlica, verificado
em diversos pacientes com doenca falciforme, apontam um risco particularmente elevado

de morte**.
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A sindrome toracica aguda, frequentemente verificada na drepanocitose, é
relatada aos pacientes como um “ataque cardiaco”. No entanto, o verdadeiro enfarte do

miocardio raramente é observado.

1.4.3.12 Problemas psicolégicos

As diversas complicacOes observadas nesta doenca de natureza cronica,
comprometem além do estado fisico, o estado psicolégico®®. Os pacientes vém-se
obrigados a ajustar os seus objetivos, o estilo de vida e 0 emprego, agravando o seu nivel
de stresse. Apesar dos avancos da medicina melhorarem significativamente a sobrevida,
o0s pacientes enfrentam varios desafios ao necessitarem de tratamento médico ao longo de

toda a vida®®*,

A preocupacdo de uma possivel crise de dor acompanha a trajetéria de muitos
individuos com drepanocitose e, naturalmente, as atividades sociais desvanecem-se do
quotidiano, tornando a existéncia desses individuos uma jornada ardua de casa ao
consultorio médico e a farmacia®®. Gradualmente, problemas como depresséo, ansiedade,
fadiga, paranoia, sentimento de desespero e distirbios do sono tornam-se uma realidade

para estes pacientes®.

A depressdo relaciona-se com as complicagcfes mais graves e com 0s piores
desfechos. Esta associada a uma gravidade da drepanocitose 1,5 vezes maior, a um tempo
maior de internamento e & perda do funcionamento corporal®®°. A imprevisibilidade do
curso da doenca, como intervencdes hospitalares de cuidados intensivos e interacdes
inconsistentes, pode muitas vezes resultar em ansiedade®®. A ansiedade, tal como a
depressdo, pode afetar os resultados do tratamento levando a internamentos mais

longos®°.

1.4.3.13 Outras complicacoes
Além das consequéncias observadas mais comumente, outras sequelas podem ser

observadas com menos frequéncia, no entanto, continuam a ser clinicamente relevantes*®.

A vaso-oclusdo e isquemia da artéria retiniana podem resultar em retinopatias
verificadas entre 15 a 20% dos individuos com doenca falciforme, e a auséncia de

tratamento pode originar perda da acuidade visual®.
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Em pacientes do sexo feminino, as alteracGes fisiologicas durante a gravidez
aumentam o risco de complicacfes*’. Com o aumento das necessidades metabdlicas, o
aumento da viscosidade do sangue e da hipercoaguabilidade, € comum que as gravidas
com drepanocitose apresentem uma variedade de doencas e complicacbes perinatais
durante a gravidez, como pielonefrite, pré-eclampsia, trabalho de parto prematuro,
restricdo de crescimento intrauterino e abortos espontaneos**. A circulagio
uteroplacentaria pode também ser comprometida devido a possibilidade de vaso-ocluséo

na placenta, leva & hipoxia fetal cronica e resultados fetais adversos*.

1.4.4 Diagnostico

A gravidade da drepanocitose exige métodos de diagndsticos e estes variam
consoante a etapa de vida, estando disponiveis varios tipos de testes: preconcecao, preé-
natal e neonatal. As técnicas laboratoriais de diagndstico sdo métodos que permitem a
separacdo do tipo de hemoglobina conforme a sua estrutura, permitindo visualizar a
presenca da HbS. Nestes métodos incluem-se a cromatografia liquida de alta definicdo
(HPLC), eletroforese de hemoglobina e focagem isoelétrica®®#2, As limitagGes na
capacidade de distinguir a HbSS da HbS/p°-talassemia e a reduzida sensibilidade da
triagem neonatal devido a baixa expressdo da hemoglobina adulta e, portanto, HbS, levou
ao desenvolvimento de novos métodos de diagnostico como a espectrometria de massa
em tandem, andlise de DNA (como PCR Tagman e sequenciacdo de genes HBB

amplificados) e analise de sequenciagdo de nova geracio?®.

O teste preconcecdo € essencial para identificar casais portadores de drepanocitose
(heterozigdticos), possibilitando deste modo o aconselhamento genético e, se o casal

assim o entender, interromper a transmisso da drepanocitose®.

O diagnostico pré-natal (DPN) é sugerido no inicio da gestacdo a casais com
triagem pré-concecional positiva. Neste processo obtém-se o DNA fetal a partir do liquido
amniotico ou a partir de vilosidades corionicas realizadas as 9 semanas de gestagdo*?. O
DPN é realizado por metodologias de genética molecular, em que a mutacdo

drepanocitica é pesquisada no DNA fetal.
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1.45 Tratamentos

Apo6s a primeira descricdo da drepanocitose, muito se explorou a fim de se
compreender os mecanismos da doenca®®. Esses esforcos tiveram um impacto
significativo no aumento da sobrevida na infancia, mas ainda assim, nos ultimos 30 anos,

a expectativa média de vida desses individuos permaneceu inalterada®®6*,

A drepanocitose tornou a ser o foco nas pesquisas devido as novas terapias
medicamentosas, ao tratamento através do transplante de medula dssea e a expectativa de

cura através das terapias genéticas vanguardistas®’.

1.4.5.1 A Hidroxiureia e os outros farmacos inovadores

As opcdes terapéuticas para o tratamento da drepanocitose permanecem muito
limitadas. Até a data, apenas quatro medicamentos foram aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) para reduzir a gravidade da patologia: a Hidroxiureia (HU),
aprovado em 1998 para adultos e em 2017 para crianc¢as; a L-glutamina, aprovado em

2018; Crizanlizumab aprovado em 2019; e Voxelotor, aprovado em 2020°L.

Por menor que seja a diminuicdo da concentracdo de HbS em individuos
drepanociticos, é considerado terapéutico devido a menor capacidade de formacao das
fibras de HbS. Por este motivo, uma alta concentracdo de HbF origina um percurso clinico
menos grave®®. Este é o principio utilizado na HU, uma medicacéo oral que altera a
cinética da eritropoiese ao inibir a enzima RNA redutase, forcando as células a
permanecerem na fase G1/S do ciclo celular®®®2, Assim, por meio de um mecanismo ainda
desconhecido, a HU induz a sintese de HbF diminuindo a concentracdo de HbS
intraeritrocitaria, bem como a polimerizagio de HbS3*%62 A distribuicio da HbF ndo é
uniforme em todos os eritrdcitos, caso contrario a eficicia da HU seria maior, contudo,
sdo diversas as vantagens ja comprovadas pela utilizacio da HU em doentes
drepanociticos®®. Os mecanismos adicionais da HU reduzem o impacto das
comorbilidades anteriormente mencionadas, como a sindrome torécica aguda, uma vez
que diminui a contagem de neutréfilos, plaquetas e reticulécitos, melhora as vias
anormais de inflamag&o associadas & SCD e corrige a concentracio de NO®. Assim, a
taxa de hemolise é reduzida, o que, consequentemente, reduz as crises falciformes e

melhora a sobrevida3®-°,
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Os beneficios da utilizacdo da HU estdo comprovados, no entanto apenas 30% dos
pacientes elegiveis fazem uso dessa medicacgdo. Essa fraca adeséo é causada por diversos
fatores; alguns clinicos desconhecem a HU como tratamento para SCD, ndo estdo
convencidos do beneficio ou demonstram preocupacdo em relacdo aos efeitos
colaterais®®. A mielossupressio € o efeito colateral mais observado e pode incidir nas trés
linhagens celulares, uma vez que a HU atua diretamente na medula 6ssea®. Outros efeitos
indesejados da HU incluem hiperpigmentacdo, alteracdo da cor das unhas, alopecia,
ganho de peso, ndusea, problemas gastrointestinais ligeiros, erupcdo cutanea, dor de
cabeca e pequenos aumentos na creatinina, uma vez que a HU é eliminada pelos rins®%62,
A diminuicéo da fertilidade (especialmente em homens) assim como a possibilidade da
HU promover manifestacdes cancerigenas e teratogénicas € um assunto que suscita

preocupacdes devido a incerteza®?.

A HU ndo é uma panaceia para individuos com drepanocitose, os danos no baco,
cerebro e rins ndo sdo totalmente evitados. Deste modo, o parecer do paciente deve ser
manifestado e a monitorizacdo laboratorial deve ser rigorosa para vigiar a acdo da

terapéutica®.

S6 passados 20 anos apés a aprovacdo da HU pela FDA, uma nova medicacdo oral, a
L-glutamina, foi autorizada para o tratamento da drepanocitose®. A L-glutamina é um
aminoacido presente no transporte de NO e é também um precursor na sintese de
nicotinamida adenina dinucleotido (NAD)*"%06264 Embora o seu mecanismo ainda n&o
esteja totalmente elucidado, os niveis elevados de NAD previnem os danos oxidativos
que os eritrocitos sofrem®%®. Uma vez que os eritrdcitos falciformes sdo mais suscetiveis
aos danos oxidativos, um aumento do NAD reduz a suscetibilidade desses danos,
apontando para uma reducdo da hemolise e da vaso-oclusdao*’ %% A sua acéo foi
demonstrada em estudos onde se verificou que a suplementacdo com L-glutamina
diminuiu as hospitalizacdes de pacientes com drepanocitose em comparag¢ao com o grupo
placebo. A toxicidade deste suplemento suscita preocupagdes em pacientes com
insuficiéncia hepatica ou renal, e por este motivo a sua utilizacdo deve ser
moderada*"80%465 Efeitos colaterais como obstrucio intestinal, dor abdominal e nauseas

foram os mais verificados durante a fase de estudo®.

Como referenciado previamente, a expressdo de P-selectina em pacientes
falciformes é elevada®. Esta molécula é responsavel por mediar a adesdo de eritrocitos
falciformes, plaquetas e leucocitos ao endotélio®. Em 2018 uma nova terapia direcionada
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para inibir a P-selectina foi indicada para atenuar as crises vaso-oclusivas em pacientes
com doenca falciforme com idade igual ou superior a 16 anos®. O Crizanlizumab
(Adakveo®; crizanlizumab-tmca) € um anticorpo monoclonal produzido através da
tecnologia de DNA recombinante e administrado por infusio intravenosa®3. O mecanismo
de acdo deste anticorpo monoclonal passa por ligar-se a P-selectina, bloqueando deste
modo a interacdo entre a P-selectina e o ligando P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-
1).

A administracdo do Crizanlizumab pode ser, ou ndo, combinada com a utilizacdo
da HU mas, tal como este, tem efeitos secundarios negativos sendo os mais reportados a

artralgia, diarreia, prurido, vomitos e dor no peito®.

O Voxelotor é a segunda medicacdo que tem como finalidade a inibicdo da
falciformizacdo. O Voxelotor € um modificador alostérico da afinidade do oxigénio a
hemoglobina que visa inibir a polimerizac3o e falciformizagdo dos eritrocitos®®%, Neste
sentido, 0 Voxelotor liga-se a HbS na sua conformacéo R; esta conformacéo tem uma alta
afinidade para o oxigénio e impede a polimerizacdo, e desta forma, a concentracao de
hemoglobina na conformagdo T é reduzida®. Devido a este processo, regista-se um
aumento da concentracdo de hemoglobina que é acompanhado pela reducao da hemolise.
No entanto, estes indicadores ndo correspondem necessariamente a uma diminuicao da
anemia, uma vez que moléculas de HbS ligadas ao farmaco fornecem uma quantidade
infima de oxigénio aos tecidos, sendo inapropriado para uma patologia que ja é
caracterizada pela diminuicao da oferta de oxigénio®. Até ao momento, as evidencias ndo
sdo suficientes para comprovarem a diminuicao das crises de células falciformes, bem

como os efeitos nos danos de 6rgdos e melhoria da sobrevivéncia®.

1.4.5.2 Transfusao de sangue

A terapia transfusional € um procedimento comum para a prevenc¢do de complicagoes
mais agudas associadas a doenca falciforme cujo principal objetivo é reduzir a
concentragdo de HbS circulante®®. O método de transfusdo depende da sua finalidade e

estas podem ser:

i.  Terapia cronica de transfusdo, indicada essencialmente em criangas que tiveram
um AVC;

ii.  Transfusdo simples, é realizada sem que haja a remog&o do sangue do paciente;
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iii.  Transfusdo de troca automatica de eritrocitos, em que é utilizado um equipamento
de fluxo continuo que permite substituir o sangue do paciente pelo sangue do
dador. O método proporciona diminui¢do da HbS de forma répida sem aumentar

o hematocrito geral ou a viscosidade sanguinea®’.

Como qualquer método, as transfusbes de sangue tém as suas limitagGes. A longo
prazo, a aloimunizacdo (ou isoimunizacdo) pode ser uma consequéncia deste tipo de
terapia. A presenca de antigénios na superficie dos eritrocitos transferidos desencadeia a
formacdo de anticorpos que aumenta o risco de reacOes transfusionais e dificulta
identificacdo do grupo sanguineo compativel. O aumento dos niveis de ferritina sérica em
virtude das transfusdes sanguineas (hematocromatose transfusional) é também uma das
consequéncias que pode ser verificada em pacientes drepanociticos. A sobrecarga de ferro
é também registada na terapia crénica de transfusdo devido a baixa taxa de excrecdo de
ferro em humanos. A sobrecarga de ferro pode resultar em alteracBes cardiacas e
hepaticas, podendo mesmo ser fatal quando ndo devidamente tratada. O processo de

eliminago do ferro consiste numa terapia de quelacéo %04,

1.4.5.3 Transplante alogénico de células-tronco hematopoiéticas

As terapias medicamentosas supracitadas, assim como as transfusfes de sangue,
sdo terapias que permitem direcionar a doenca para um quadro clinico mais moderado,
reduzindo as crises vaso-oclusivas e as complicacdes agudas®®®’. A opcéo curativa para
a doenca falciforme estd limitada ao transplante alogénico de células-tronco
hematopoiéticas (TCTH), ou mais comumente referido como transplante de medula

Ossea, e a potencial estratégia curativa da terapia génica®?®’.

A correcdo molecular é realizada através da substituicdo total da medula 6ssea do
paciente pela medula déssea de um dador, geralmente um irmdo com o antigeno
leucocitario humano (HLA) compativel, onde o paciente passa a expressar 0s eritrocitos
com o gene correto da B-globina®®°%?_ O procedimento mostrou ser curativo em cerca de
95% dos casos de irmdos dadores, sobretudo em criangas, uma vez que, o fator idade

revela ser um o risco de morbimortalidade no TCTH?3%8,
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1.4.5.4 Terapia génica

A escassez de oferta de TCTH, concentrou esforcos na terapia génica com
intencdo de cura definitiva®%®°, Como tal, o conceito de manipular as células-tronco do
préprio paciente e transplantd-las de seguida (transplante autélogo), tem sido
intensamente investigada®’. O sistema robusto de transferéncia de genes por meio de um
lentivirus manipulado, poderd integrar um gene HBB terapéutico nos elementos
regulatérios do DNA das células-tronco®. Teoricamente, o sistema lentiviral promove a
expressdo endogena de B-globina terapéutica capaz de reverter a doenca. Contudo este

tipo de terapia encontra-se, ainda, em fase de investigacao.

A recém-descoberta do CRISPR/Cas9 restruturou os conhecimentos da engenharia
genética verificando-se duas possiveis abordagens para o tratamento da doenca

falciforme:

i.  Reparacdo dos genes HBB contendo a mutacdo drepanocitica - A metodologia de
CRISPR-Cas9 é utilizada para “cortar” a regido dos genes da -globina onde se
encontra a mutacdo drepanocitica, utilizando as proprias células precursoras
eritroides do doente. As regides fragmentadas séo corrigidas usando fragmentos
molde wild-type, obtendo-se assim o0s genes corrigidos. Por dltimo, as células
precursoras eritroides modificadas para produzir a hemoglobina padrdo séo
reimplantadas no paciente;

ii.  Aumento da HbF - Nesta abordagem a finalidade € inibir o repressor da HbF, ao
mutar ou deletar o gene BCL11A também por metodologias de CRISPR-Cas9.

Desta forma, a sintese de HbF é induzida de forma indireta ”°.

Em ambas as abordagens néo hé necessidade de recorrer a um dador compativel uma vez
que € utilizado o proprio sangue dos pacientes, alterando-se as células progenitoras

hematopoiéticas com CRISPR/Cas9 que posteriormente sdo reimplantadas no paciente’.

Como qualquer terapia, é importante realcar que as questdes de seguranca que
envolvem a terapia génica, sdo também uma fonte de preocupacdo. Entre essas
preocupaces inclui-se a possibilidade de edigdo de genes fora do alvo, mutagénese de
insercdo mediada por vetores e riscos inerentes a quimioterapia de alta dose necessaria

para o transplante autélogo de medula 6ssea®"°.
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1.4.6 Modificadores da gravidade da drepanocitose

A drepanocitose é considerada uma patologia fenotipicamente heterogénea, ja que
0 seu curso clinico é varidvel e com desfechos imprevisiveis. O motivo dessa
variabilidade é muitas vezes inexplicavel, mas por outro lado, fatores ambientais, como
por exemplo, o clima frio, o estado nutricional, o estado emocional, acesso a apoio social
e a cuidados médicos foram ja relatados como influenciadores nos resultados da
gravidade clinica?®3>%871 A exposicdo ao clima frio e ventoso demonstrou precipitar as
complicacBes agudas, embora, impressionantemente, 99% das criancas com doenca
falciforme em Londres sobrevive até a idade adulta enquanto que menos de 50% de taxa

de sobrevivéncia é verificada na Tanzania®.

Para além dos fatores ambientais, a variabilidade clinica é parcialmente explicada
pela co-heranca de um conjunto de fatores genéticos modificadores? ™. A identificagcio
das causas dessa variabilidade torna-se benéfica, uma vez que a doenga é muitas vezes
diagnosticada na infancia. Na possibilidade de haver um prognostico nesta fase inicial da
vida, seria proveitoso adaptar-se tratamentos individualizados, assim como o uso precoce
de TCTH em pacientes habilitados a um curso clinico mais grave®. O conhecimento e a
determinacdo destas varia¢fes genéticas nos doentes drepanociticos pode contribuir para
a especificidade da intervencdo terapéutica personalizada (utilizacdo da medicina
personalizada ou de precisdo) consoante as caracteristicas genéticas de cada individuo,

ou até mesmo permitir o delinear de novas abordagens terapéuticas® .

1.4.6.1 A Hemoglobina fetal

A quantidade da HbF é sem divida o preditor genético mais importante na anemia
falciforme®. E sabido que a permanéncia de HbF no periodo adulto é um fator que exerce
uma atividade positiva em doentes drepanociticos®’2. A HbF permanece elevada até
cerca dos 2, 3 anos de idade nestes doentes, e por este motivo, geralmente, os doentes
com drepanocitose apenas manifestam sintomas apds essa idade’2. Em geral, apos o
switching de hemoglobina se completar, os niveis normais de HbF s&o inferiores a 1% da
hemoglobina total®®. A variacdo deste valor aparenta ter uma forte influéncia genética,
verificando-se que alguns individuos permanecem com os niveis de HbF elevados ao
longo da vida devido a alteracGes nas regifes regulatorias da cadeia B-globinica que

levam 4 inibi¢do da conversdo da y-globina para a B- globina® ", Sankaran e Weiss,
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(2015)® relataram esta condicdo como sendo benigna, designada por persisténcia
hereditaria de hemoglobina fetal (HPFH).

Pacientes com doenca falciforme exibem niveis de HbF mais elevados, variando
entre 3 a 25%, com uma média de cerca de 7%%*. A doenca falciforme origina um stresse
eritropoiético cronico que impele a producéo de alguma percentagem de HbF®,

As observagdes clinicas destes individuos denunciam uma reducéo da gravidade
da doenca ou até mesmo a auséncia de sintomas®’3. Esta constatacdo levou a que o
aumento da HbF, quer por utilizacdo de farmacos como a HU, quer por via de
manipulacdo genética, se torne num tratamento da drepanocitose®’3. O principal
mecanismo de protecdo da HbF passa pelo seu aumento no interior dos eritrécitos que
consequentemente interrompe a polimerizacdo da HbS desoxigenada proporcionando um
efeito antifalciforme®®®, Este processo é também verificado em pacientes com um
desenvolvimento mais grave da doenca, uma vez que taxas elevadas de hemdlise
aumentam a quantidade de HbF, pelo que os niveis de HbF devem ser interpretados com
cautela, juntamente com outras informac6es, como contagem de reticuldcitos e nivel de

hemoglobina total®®.

1.4.6.2 O polimorfismo rs7482144 no gene HBG2

O interesse no aumento da HbF incentivou estudos que permitiram identificar que
o nivel de HbF esta sujeito a controlo genético. Um dos fatores envolvidos no aumento
da HbF é o polimorfismo rs7482144 (C>T) localizado no promotor do gene da y-globina,
HBG2, a -158nt do seu cap site, num local de restricdo reconhecido pela enzima Xmn 1.
Alguns estudos sugerem que o alelo T nesse local permite modelar positivamente 0s
niveis de HoF 274, Esse facto devera ocorrer por a existéncia do alelo variante T impedir
ou perturbar a ligacdo de proteinas silenciadoras da expressdo do gene HGB2 que, na
situacdo wild-type, sdo responsaveis pela repressao da expressdo deste gene no periodo
adulto. Consequentemente a baixa repressdo do gene tem como consequéncia a
continuacdo da sua expressdo no periodo adulto e assim a manutencdo de um nivel
elevado de HbF (02y2).
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1.4.6.3 Os haplotipos no agrupamento génico da f-globina

Como referido anteriormente, o alelo BS encontra-se associado a um de cinco
haplétipos (Bantu, Benim, Senegal, Camardes, Arabe-Indiano) que se caracterizam por
um padrao de regides polimoérficas ao longo do agrupamento génico de B-globina onde o
alelo BS se encontra inserido (Tabela 1.1.)%>%, Dois desses hapldtipos (o haplétipo
Senegal e o hapl6tipo Arabe-Indiano) apresentam o local Xmn | positivo, o que
corresponde ao alelo variante T do polimorfismo rs7482144 descrito no ponto acima™"®.
Assim, alguns estudos revelaram que o tipo de haplo6tipo que o doente drepanocitico
apresenta ird condicionar o seu nivel de HbF no periodo adulto e eventualmente isso

condicionara a gravidade da doenga”™"".

1.4.6.4 A a-talassémia

Para alem do nivel de HbF, ha ainda outros fatores que influenciam a
polimerizacdo da HbS intraeritrocitaria e que, portanto, sdo também modificadores da
gravidade da doenca?®%, como é o caso da co-heranca de a-talassémia. Cerca de um tergo
dos doentes drepanociticos com ascendéncia africana, co-herdam a delecdo o*” kb sendo
a sua grande maioria heterozigotica. A dupla heterozigotia da drepanocitose e da a-
talassémia reduz a quantidade de subunidades de a-globina que consequentemente limita
a formacédo de HbS, apresentando um decréscimo da concentracdo de hemoglobina em
cada eritrocito, oferecendo mais flexibilidade aos eritrocitos, retardando deste modo a
hemolise prematura e promovendo um melhor desenvolvimento das células vermelhas
2635 A o-talassémia em pacientes drepanociticos reflete beneficios variaveis como
ocorréncia reduzida de AVC, das Ulceras de perna e até mesmo do priapismo. Apesar
dos aspetos positivos, a frequéncia da dor n3o é reduzida podendo mesmo ser agravada®>.
De igual modo, a taxa de necrose avascular relatada aparenta aumentar com a co-heranca

da o-talassémia®.

1.4.6.5 O polimorfismo rs1800457 no gene CYB5R3

Como referido, a sintomatologia da drepanocitose é altamente diversificada entre
individuos, estando em causa a co-heranga genética, fatores ambientais, influéncia
epigenética e vantagens adquiridas por meio da sele¢do natural. Um exemplo deste tltimo

caso podera ser o polimorfismo rs1800457 no gene CYB5R3.
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O gene CYB5R3 codifica o enzima NADH-citocromo b5 redutase responsavel pela
conversio da metemoglobina (MetHb) em hemoglobina®®°. Tal como referido
anteriormente, na hemoglobina normal cada cadeia globinica contém um grupo
prostético, o heme, o qual é formado por um anel de protoporfirina IX complexado com
um atomo de ferro no estado ferroso (Fe?*)>®!. Cada atomo de ferro no estado ferroso
pode ligar, reversivelmente, uma molécula de Oz somando um total de quatro moléculas
de O transportadas por cada molécula de hemoglobina®. Diariamente a hemoglobina
sofre oxidagdo, por agdo do stresse oxidativo e de varios agentes oxidantes, e os ides Fe?*
s&o oxidados ao estado férrico (Fe**) o qual ndo tem capacidade de ligar e transportar O
8081 Este estado oxidado da hemoglobina é chamado MetHb e corresponde a uma

hemoglobina inoperacional®.

Normalmente, os sistemas redutores naturais controlam a oxidacéo da hemoglobina e
conseguem manter os niveis de MetHb na célula abaixo de 1%8#!, O aumento dos valores
basais da MetHb (metemoglobinémia) pode ser causado por uma oxidagdo excessiva
originando assim uma elevada producdo (por exemplo, desencadeado pela ingestdo de
veneno ou determinados farmacos) ou pela diminui¢do na capacidade de defesa redutora
(por exemplo, insuficiéncia renal ou redugio do metabolismo)®°. O principal responsavel
pela reducdo enddgena da MetHb, ¢ a NADH MetHb redutase, um sistema que envolve
duass enzimas: a citocromo b5 e a citocromo b5-redutase. Este sistema transfere um
eletrio do NADH para a MetHb e transforma-a em hemoglobina®?. Outros sistemas, de
importancia menor, também contribuem para a manutencdo de baixos niveis de MetHb,

tais como, o 4cido ascérbico, o glutatido e o NADPH desidrogenase.

As situacdes de metemoglobinémia podem ser adquiridas ou congénitas®. As formas
adquiridas (agudas) podem resultar da exposicdo a oxidantes diversos e eventualmente
surge em situacdes patoldgicas, tais como septicémia, crise da doenca falciforme e
infecBes gastrointestinais®®. Pelo contrario, a forma hereditaria é causada por deficiéncia

na enzima citocromo b5 redutase®3,

Variantes no gene CYB5R3 podem originar duas formas de metemoglobinémia por
deficiéncia na enzima citocromo b5 redutase: o tipo I, onde a isoforma sollvel da enzima
se encontra afetada e é restrita aos glébulos vermelhos maduros 8%22; o tipo 11, onde a
enzima mutada ndo tem atividade e afeta todas as variedades de células, incluindo células

eritroides e nao-eritroides, como fibroblastos, linfocitos e células do sistema nervoso
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central®®®84  Esta forma Il de metemoglobinémia é muito mais grave do que a do tipo |

e encontra-se associada a cianose, atraso mental e a outros sintomas neurol6gicos® 8,

As duas isoformas da enzima NADH-citocromo b5 redutase sdo ambas codificadas
pelo gene CYB5R3 que é constituido por nove exdes e localiza-se no cromossoma 22q13-
qterd4. Ja foram descritas algumas dezenas de mutagdes patogénicas neste gene, que sdo
maioritariamente do tipo missense e encontram-se associadas a metemoglobinémia mais
suave, do tipo | 88586 Este gene apresenta ainda variantes ndo patogénicas, sem efeito
funcional conhecido, mas que tém elevada frequéncia nalgumas populacdes, sugerindo
assim que tenham sido alvo de sele¢éo natural positiva. E o caso da alteragio CYB5R3:
€.350C>G (rs1800457) localizada no exdo 5. Trata-se uma variante missense, isto é,
origina uma alteracdo de aminoacido, de Treonina para Serina, na posicdo 117 da
proteina’®’. Este polimorfismo também denominado por CYB5R3T117S parece ser
exclusivo da populacdo africana, correspondendo a uma frequéncia alélica do alelo
variante de 23% em afro-americanos "®®” e a 34% na populacéo africana (1000 Genomas
project, Phase3, Ensembl, 25-10-2023), nunca tendo sido assinalado em outras etnias, 0
que fez com que fosse levantada a hipotese desta elevada frequéncia ser o resultado de
uma selecdo natural positiva com efeitos protetores contra a anemia provocada pela

maldaria e pela drepanocitose em Africa’®.

Assim, para além dos modificadores genéticos ja bem conhecidos e referidos nos
pontos acima (por exemplo, em HBG2 e em HBA), ha a hipdtese de que o polimorfismo
CYB5R3 ¢.350C>G possa ter uma vantagem protetora em relacdo a anemia
drepanocitica’. Um estudo muito recente sugeriu que a heterozigotia e a homozigotia
para o alelo CYB5R3 ¢.350C>G em criangas com drepanocitose aumenta a concentracao
média de hemoglobina em comparacdo com individuos drepanociticos que tém os alelos
wild-type deste polimorfismo®. Assim, é necessario realizar mais estudos neste ambito
para validar esse resultado’ e para certificar que este polimorfismo tem realmente valor

modificador na variabilidade da anemia da drepanocitose.
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2 Objetivos

A drepanocitose € uma doenca monogénica cujas manifestacdes principais, por
exemplo, anemia cronica, crises vaso-oclusivas, hemdlise cronica, sdo bastante
heterogéneas de individuo para individuo?® ™. Logo, ha uma necessidade crescente de
descobrir e entender o papel dos fatores genéticos modificadores que poderdo contribuir
para essa heterogeneidade, com a finalidade de compreender a fisiopatologia da doenca.

Este estudo de associagdo genotipo / fen6tipos teve como principal objetivo investigar
o0 papel de variantes genéticas na variabilidade da expressao hematoldgica, bioquimica e

clinica da drepanocitose em criancas.

Para este fim, pretendeu-se, em primeiro lugar, pesquisar variantes genéticas em
genes, tais como, HBA, HBG2, CYB5R3 e, ainda, caracterizar os haplotipos no
agrupamento génico da beta-globina e os niveis de hemoglobina fetal em criancas
previamente diagnosticadas com drepanocitose. Posteriormente pretendeu-se estabelecer
associacOes entre a presenca dessas variantes genéticas e a maior ou menor gravidade da
doenca drepanocitica, avaliada através de parametros hematoldgicos, bioquimicos e

clinicos dos doentes.

Pretendeu-se, ainda, como objetivos secundarios, implementar no laboratério duas
metodologias de genética molecular. Uma baseada em PCR e sequencia¢do de Sanger
para caracterizar a variante ¢.350C>G do gene CYB5R3 e um Gap-PCR multiplex que

possibilite a detecdo simultanea das delecdes talassémicas o®’kb e a*?kb em HBA.

De um modo geral, pretende-se com este estudo contribuir para o conhecimento dos
fatores genéticos com efeito benéfico sobre os fendtipos da drepanocitose.
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3 Materiais e métodos

3.1 Caracterizacdo da amostra

3.1.1 Amostra populacional

A populacéo envolvida neste estudo é composta por 81 criancas diagnosticadas
com drepanocitose, anonimizadas, com idades compreendidas entre 0os 3 € 0s 17 anos,
sendo 44 individuos do sexo masculino e 37 do sexo feminino. Os doentes em questédo
sdo seguidos em consultas de hematologia pediatrica em dois hospitais da regido de
Lisboa e participaram num projeto anterior de teor mais lato intitulado “Desenvolvimento
e Validacéo de Preditores Precoces de Vaso-oclusdao num Modelo Mendeliano de Doenca
Vascular”. Os seus representantes legais deram o seu consentimento informado por

escrito para participarem em estudos futuros relacionados com esta patologia.

Todos os individuos incluidos neste projeto foram acompanhados durante um
periodo de 3 anos por uma equipa de pediatras que compilou, para cada doente, 0 seu
historial clinico. Os seus respetivos dados hematoldgicos e bioquimicos foram recolhidos
em fase de inter-crise da doenga (steady-state) por um membro do projeto anterior (Dra.
Andreia Coelho). Nesse projeto anterior, a Dra. Andreia Coelho criou e registou todas as
informacdes fenotipicas (clinicas, hematoldgicas e bioguimicas) numa base de dados que

foi usada como base de trabalho para o estudo aqui apresentado.

As amostras de sangue, colhidas em EDTA, destes doentes foram enviadas para o

Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) para os estudos genéticos.

3.1.2 Extracdo de DNA

As amostras de sangue foram usadas para extracao automéatica de DNA gendmico
através do equipamento MagNA Pure LC (Roche, Alemanha). A extracao foi executada
por elementos da Unidade de Genética Molecular do Departamento de Genética Humana
do INSA.

A avaliacédo da qualidade e quantificacdo do DNA das amostras foi realizada no
espectrofotometro NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific, EUA). A concentragdo de
DNA (ng/uL) foi determinada a 260nm e estimou-se a razdo de absorvancias nos
comprimentos de onda de 260nm e 280nm (A260/280), assim como a 230nm e a 280nm

(A230/280); de modo a descartar impurezas como sais, proteinas e o fenol. Os DNAs a
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considerar deveriam apresentar valores entre 1,8 e 2,0 para ambas as razdes. Os DNAs

foram conservados a 4°C (Sanyo Medicool Refrigerator).

3.2 Reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase, mais conhecida por PCR, é uma técnica in vitro
que possibilita a amplificagdo de uma zona especifica do DNA de forma exponencial®°,
A técnica permite que o DNA seja sintetizado semelhantemente ao ocorrido in vivo®.
Descoberta por Kary Mullis ainda na década de 80%, este é o método de biologia
molecular mais usual nos laboratorios de genética molecular para o diagnostico de

patologias®?.

O material genético de cada organismo vivo € Unico e constituido essencialmente por
quatro &cidos nucleicos; adenina (A), guanina (G), citosina (C) e timina (T), no caso do
DNA,; ou uracilo (U), no caso do RNA. Os &cidos nucleicos encontram-se ligados
ordenadamente originando desta forma o codigo genético®. Esta caracteristica é a base
central do PCR; as sequéncias especificas dos genes ou de parte de genes sdo copiadas
pelas polimerases mais de um milh&o de vezes, originando a predominancia da sequéncia
amplificada na soluc&o®®. Para além da polimerase (geralmente Tagq DNA polimerase) e
do molde de DNA que queremos amplificar, existem outros elementos essenciais para
que se dé a reacdo, como € o caso dos primers, dos desoxirribonucle6tidos trifosfatados
(dNTPs) e da solugdo adequada contendo magnésio e solugio tamp&o®°L. Os primers sdo
oligonucledtidos iniciadores de sequéncia curta e de cadeia simples com cerca de 20
bases, projetados de maneira complementar as extremidades da zona da cadeia molde que
se pretende amplificar, o DNA polimerase prossegue a sintese das novas cadeias de DNA
com adicdo dos dNTPs na direcdo 5°>3” funcionando como uma “fotocopia”

molecular8®8%91,

O processo ¢ realizado em trés etapas fundamentais que envolvem diferentes ciclos
térmicos®. A etapa inicial para a realizagio de um PCR ¢ a desnaturag&o (ocorrendo entre
0s 94-95°C); nesta fase, a cadeia molde é desnaturada e a dupla cadeia do DNA ¢
separada, abrindo espaco para que os primers possam hibridar, sendo esta etapa chamada
de hibridacdo (realizando-se entre os 55-65°C), por fim, a polimerase assume o controlo

dando lugar & etapa de extensdo (frequentemente a 72°C)®. A verificacdo do sucesso do
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PCR ¢, geralmente, efetuada pela visualizado dos fragmentos de DNA amplificados por

eletroforese em gel de agarose, como de seguida se explicara.

Neste trabalho, a preparacdo da mistura de reagentes acima indicados, prévia aos
diferentes PCRs, foi realizada num compartimento especifico (sala de pré-PCR), livre de
contaminagfes destinada somente para esta finalidade. Posteriormente a preparacao da
mistura reacional, esta é levada para o laboratério, subdividida por varios tubos de PCR
(eppendorfs) onde sdo adicionados os respetivos DNAs. Todos os PCRs sdo planeados

para terem uma reacdo onde nao € inserido DNA — controlo negativo.

Subsequentemente, as reacGes de PCR foram realizadas num termociclador,
Thermocycler (T1 ou T Gradient; Biometra®), equipamento destinado a gestéo ciclica

das temperaturas pretendidas.

A metodologia de PCR neste trabalho, foi usada como metodologia base para a
execucdo de trés metodologias diferentes de genética molecular destinadas a identificacédo
de quatro variantes genéticas, duas de origem delecional e duas altera¢cBes pontuais,
envolvendo 3 genes diferentes. As metodologias executadas para a identificacdo de cada

variante genética encontram-se apresentadas em detalhe na tabela 3.1.

Tabela 3.1. Identifica¢do dos genes em foco e metodologia utilizada para a detecédo da respetiva variante genética

Gene Variante genética Metodologia
HBA Delegao o®" Multiplex gap-PCR
Delegdo 4o
HBG2 rs7482144 PCR-RFLP
CYB5R3 rs1800457 PCR + Sequenciacao de Sanger
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3.2.1 Eletroforese em gel de agarose

De modo a avaliarmos o sucesso e qualidade dos resultados da amplificagéo do
DNA através de um PCR, ou de uma metodologia baseada nesta, como por exemplo, no
multiplex gap-PCR, a verificacdo dos produtos amplificados foi realizada através de
eletroforeses em géis de agarose contendo Brometo de Etideo (BrEt). Esta técnica permite
a migracdo dos fragmentos de DNA amplificados pelos poros do gel de agarose de acordo
com a sua carga e com os respetivos tamanhos ap6s a aplicagdo de uma corrente elétrica
capaz de gerar diferenca de potencial. Uma vez que as moléculas de DNA sdo carregadas
negativamente, estas migram em direcdo ao polo positivo e verifica-se também uma
separacdo dos mesmos consoante o tamanho; sendo assim, os fragmentos de maior
dimensao ficam retidos numa etapa inicial do gel, enquanto os fragmentos menores irdo

migrar mais rapidamente.

Para uma estimativa do tamanho dos fragmentos separados na eletroforese, usa-
se, como referéncia, um marcador de peso molecular que por comparagao da posicéo dos
seus fragmentos que tém pesos moleculares conhecidos, permite determinar

aproximadamente o tamanho dos fragmentos amplificados.

Assim, em primeiro lugar, e num processo anterior a eletroforese, preparou-se o
gel de agarose na concentracdo adequada. Este foi elaborado com tampédo Tris-Borato-
EDTA (TBE) 1x e concentracOes de agarose (SeaKem® LE), variadas, geralmente 1 ou
2% (p/v), adequadas ao tamanho dos fragmentos amplificados. A agarose foi fundida no
TBE por acdo do calor e apds esse processo foi adicionado 4ul de BrEt (10mg/mL,
Sigma®). O BrEt funciona como intercalante de DNA, moléculas que se incorporam
entre os pares de base do DNA, e que permitem a visualizacdo dos fragmentos sob luz
ultra-violeta. A solugéo originada foi vertida num suporte molde retangular (BioRad)
onde foi encaixado um pente que deu origem aos po¢os do gel apds solidificacdo. Todo

este processo foi realizado numa hote, uma vez que o BrEt € mutagénico.

Os produtos obtidos ap6s PCR, ou outra metodologia baseada nesta, tém de ser
preparados antes da sua aplicacdo no gel. Geralmente, a 8uL de produto de PCR
adicionou-se 5uL de uma solucédo de deposicéo para dar densidade & amostra (através do
glicerol) e lhe atribuir cor (através do corante azul de bromofenol). As misturas foram
aplicadas nos pocos do gel e as eletroforeses foram efetuadas em equipamentos de
eletroforese apropriados a esta finalidade; PowerPac300 ou PowerPac Basic (Bio-Rad).
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As condicdes de cada electroforese (voltagem e tempo de execuc¢éo) variaram de acordo
com o tamanho dos fragmentos a separar e encontram-se detalhadas nas diferentes tabelas
apresentadas para as diferentes metodologias na sec¢cdo dos anexos.

Apos a eletroforese os geis foram visualizados numa cdmara de raios ultravioleta
(Uvitec, Cambridge), uma vez que o BrEt intercalado nas moléculas de DNA vai emitir

fluorescéncia sob UV. Foram realizados os respetivos registos fotograficos.

3.3 Multiplex gap-PCR

O multiplex gap-PCR é uma técnica baseado em PCR que por meio da utilizacdo de
varios primers especificos permite identificar simultaneamente varias delecbes
conhecidas. Neste estudo pretendeu-se pesquisar simultaneamente as delecdes de 3,7kb e

de 4,2kb no agrupamento génico da a-globina, numa mesma reacéo de PCR.

A metodologia foi adaptada de Tan et al. 2001%2. O método é uma variante do PCR
convencional, pelo que segue os mesmos principios descritos anteriormente. Assim
sendo, para além das condicGes reacionais tipicas de um PCR ja mencionadas, usam-se
trés conjuntos de primers especificos, diretos e reversos, que limitam as regides externas

das delecdes em questdo, tal como representado no esquema da Figura 3.1.A.

O procedimento foi realizado com a preparagdo de apenas uma mistura de PCR para
cada amostra de DNA, em que todos 0s reagentes e primers se encontravam presentes.
Sempre que possivel, para além das amostras de DNA a diagnosticar, foram usadas
também amostras de controlos positivos, neste caso amostras anteriormente
diagnosticadas com a delegéo 3,7kb e outra com a dele¢éo 4,2kb. Tal como para qualquer
outro PCR, é acrescentada uma reacdo contendo todos os reagentes da mistura reacional,

mas a qual ndo é adicionado DNA — controlo negativo.

As sequéncias dos primers e as condi¢fes de PCR usadas neste trabalho para o
multiplex gap-PCR para pesquisa simultanea das delecbes de 3,7kb e de 4,2 kb no
agrupamento génico da a-globina encontram-se descritas nas Tabelas 7.1 e 7.2 em

anexos.

Apos a realizacdo do multiplex gap-PCR no termociclador Thermocycler (T1 ou T
Gradient; Biometra®) as reagdes foram migradas num gel de agarose a 1%, e realizada a

electroforese a 70V durante 90min. O gel foi depois fotografado sob UV. A anélise do
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tamanho dos fragmentos amplificados por comparacdo com o tamanho dos fragmentos
do marcador de peso molecular permite a detecdo de um dos seis gendtipos diferentes
(aod/ao; aal-a’; -adT-03"; aol-o*?; -03'/-a*? e -a*?/-a*?) como esquematizado na

Figura 3.1.B.
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Figura 3.1. Representagio esquematica do diagnéstico da a-talassémia através do Multiplex Gap-PCR. (A)
Representagdo esquematica dos genes e dos primers que permitem a amplificagdo diferencial das delecGes de 3,7kb e 4,2
kb na origem das alfa-talassémias mais comuns. Adaptado de Tan et al., 2001%. (B) Representacéo de um gel de agarose
a 1% (p/v) apos a eletroforese dos produtos amplificados. A representagdo demonstra 0 marcador de peso molecular (M)
e os fragmentos amplificados na presenca dos seis genotipos possiveis. A posicéo 2 representa uma amostra sem delecéo
nos genes o (aa/aa) verificando-se um fragmento de 1,8kb; na 3? posicéo apresenta-se uma heterozigotia para a delegdo
o7 (aa/-a>7) na qual se revela um fragmento de 1,8kb e outro de 2,1kb; a homozigotia para a delegéo o7 (-a®7/-a>7)
€ observada na 4° posicdo apenas com a visualizagdo de um fragmento de 2,1kb; na 5% posicdo representa-se uma
heterozigotia para a delegdo a*? (ao/-a*?) onde se visualizam 2 fragmentos de 1,8 e 1,6 kb; a 62 posicdo demonstra um
gendtipo de heterozigotia para as delegdes o’ e a*? (-a7/-a*2) pelo que apresenta um fragmento de 2,1kb e outro de
1,6kb; a 72 e Glltima posicdo corresponde a uma homozigotia para a dele¢do a*? (-a*?/-a*?) com a visualizacdo de apenas
um fragmento de 1,6kb.
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3.4 Restricdo enzimatica (PCR - Restriction Fragment Length

Polymorphism)

O PCR-RFLP (polymerase chain reaction - restriction fragment length
polymorphism), desenvolvido por Alec Jeffreys em 1984, é uma técnica simples e
sensivel que permite identificar variantes genéticas (geralmente alteracfes pontuais), com
ou sem significado clinico, que alterem (criem ou anulem) um local de restricdo de um
enzima de restricdo (endonuclease)®. Assim, as variantes genéticas conhecidas que
cumpram esta condicdo podem ser detetadas por este método, apds as sequéncias
gendémicas serem amplificadas por PCR. Esta técnica utiliza a capacidade que as
endonucleases tém de reconhecer zonas especificas do DNA, geralmente palindromas e
ai atuarem como “tesouras bioldgicas” que cortam as ligagdes entre o grupo hidroxilo 3’
de um nucleétido e o grupo fosfato 5> do nucleotido seguinte **. Um local de restricio
modificado por uma variante genética origina uma alteracdo do tamanho e do numero de

fragmentos de DNA que pode ser visualizado por meio de uma eletroforese®.

No estudo em questdo utilizou-se a endonuclease Xmn | a fim de se caracterizar o
SNP rs7482144 (C>T) localizado na posicdo -158 nt a montante (no promotor) do gene
HBG2. Para esta finalidade, realizou-se um PCR para cada uma das amostras que
englobou o local de interesse. As condigdes do PCR encontram-se detalhadas nas Tabelas
7.3. e 7.4 em anexo.

Ap6s o PCR, os produtos da amplificacdo foram incubados na presenca da
endonuclease Xmn I, a 37°C, overnight (eppendorf Thermomixer® Compact) como
apresentado na Tabela 7.5 em anexo, onde também é possivel observar-se o palindroma
da enzima. ApoOs a atuacdo da enzima, esperou-se observar um dos trés resultados
possiveis: auséncia de hidrolise, resultando num fragmento de tamanho 677pb, sendo isto
devido a presenca de dois alelos C; hidrdlise que origina dois fragmentos, 462pb e 215pb,
significando a presenca de dois alelos T; e a hidrolise de apenas um dos alelos

(heterozigotia), resultando trés fragmentos: 677pb, correspondendo a presenca do alelo
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C, 462pb e 215pb referentes a hidrolise da enzima, ou seja presenca do alelo T. Assim,

pode-se observar os trés genoétipos possiveis: C/C, C/T e T/T (Fig. 3.3.).

M c/C C/T T/T
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Figura 3.2. Representacéo esquematica da separagéo eletroforética dos produtos da
restricdo enzimatica com Xmn | do promotor do gene HBG2 previamente
amplificado por PCR. A representagdo demonstra o marcador de peso molecular de
100pb (M) na posicao 1; na posigao 2, verifica-se a presenga do alelo C em homozigotia
que ndo permite a hidrolise do fragmento original (677pb); a posi¢do 3, corresponde a
uma heterozigotia C/T, verificando-se a presenca de trés fragmentados, 677, 462 e 215pb;
a Ultima posigdo representa uma amostra homozig6tica T/T apresentando apenas dois
fragmentos que correspondem a restri¢do dos dois alelos.

Neste estudo, a verificacdo dos resultados apds restricdo enzimatica, foi assegurada
através de eletroforese em gel de agarose (Seakem LE Agarose, Lonza) a 2% (p/v), em
TBE 1x suplementado com 4L de EtBr (Sigma®) a 70V durante 1h. A revelacdo do gel
foi realizada na cdmara de radiacdo UV (Uvitec, Cambridge).

3.5 Sequenciacdo de Sanger

A sequenciacdo de Sanger foi desenvolvida por Frederick Sanger em 1975, mas
apenas em 1977 foi partilhada pelo mundo cientifico®®. Deste entfo, a técnica tem sido

essencial no enriquecimento do conhecimento do genoma humano®’.
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A sequencia¢do de Sanger permite determinar a ordem dos nucle6tidos numa amostra
de DNA de um organismo, utilizando-se a capacidade dos ddNTPs
(dideoxirribonucleotidos trifosfatados) interromperem a progressao da sintese da cadeia
de DNA%, Ao contréario dos dNTPs que apresentam um grupo hidroxilo (OH) ligado ao
carbono 3’ da desoxirribose, esse hidroxilo estd ausente nos ddNTPs. A presenca do
hidroxilo é necessaria para que ocorra a ligagdo quimica entre as unidades que formam a
cadeia de DNA,; visto que o0 oxigénio permite estabelecer duas ligacOes, este serve como
intermediario na ligagdo do carbono 5° do dNTP seguinte. A presenga de um ddNTP
ligado a extremidade da cadeia de DNA impede que uma outra molécula de dNTP se
ligue e, desta forma, impulsiona a terminagdo da extenséo da cadeia. Como resultado,
cada fragmento adquirido ter& um tamanho diferente conforme a quantidade de

nucledtidos ligados®”%,

A reacdo de sequenciacdo de Sanger € uma técnica similar ao PCR que requer um
molde de DNA a ser sequenciado, tamp&o, um primer, Taqg polimerase, deoxinucleotidos

(dNTPs) e ddNTPs marcados com fluorescéncia.

Os produtos da reacéo de sequenciagédo sdo separados com base no seu tamanho por
eletroforese capilar (utilizando o equipamento 3500 Genetic Analyzer, Applied
Biosystems). Os ddNTPs marcados com fluorescéncia ao passarem pelos capilares sao
excitados e emitem um comprimento de onda que é traduzido num cromatograma, onde

o fragmento de menor dimensdo corresponde ao inicio da sequenciagdo®’.

A fim de se proceder a sequenciacdo de regides especificas do DNA de cada uma das
amostras, realizou-se previamente um PCR para a amplificacdo das regides de interesse.
A confirmacdo das amplificacGes foi verificada através do gel de agarose. De seguida, as
amostras foram submetidas a uma purificacdo através das enzimas Exonuclease | and
Shrimp Alkaline Phosphatase (EX0SAP-1T™),

O EXoSAP-IT hidrolisa o excesso de primers e nucledtidos provenientes da
amplificacdo por PCR. Apo0s a adi¢do de 2uL de EXoSAP-IT™ PCR Product Cleanup
Reagent (Applied Biosystems™) a 5 uL de produto amplificado de cada uma das
amostras, estas sofreram dois processos de incubacdo (Thermocycler T1; Biometra®); o
primeiro a 37°C onde ocorreu uma digestdo dos primers em excesso e desfoforilagdo dos

nucledtidos; o segundo a 80°C onde se procedeu a inativacao dos enzimas.
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Neste trabalho, a metodologia de PCR seguida de sequenciacdo de Sanger foi usada
para a pesquisa da variante ¢.350C>G no gene CYB5R3. Esta foi realizada através da
amplificagdo por PCR do exdo 5 do gene CYB5R3 das amostras de DNA de cada um dos
81 individuos seguindo as condi¢des de reacdo descritas na Tabela 7.6 e Tabela 7.7 em
anexo. Posteriormente as amostras amplificadas foram submetidas a purificagdo por exo-

SAP, e seguiram para sequenciacdo de Sanger com o primer direto ou reverso.

A eletroforese capilar foi realizada pela Unidade de Tecnologia e Inovacao (UTI) do
Departamento de Genética Humana do INSA. As sequéncias foram analisadas com

recurso ao software FinchTV v1.4.0 (Geospiza Inc.).

3.6 Haplédtipos no agrupamento génico da p-globina

A determinacdo dos hapl6tipos do agrupamento génico da p-globina na populagao
com drepanocitose analisada no presente estudo foi realizada anteriormente pela colega
Dra. Andreia Coelho e envolveu os mesmos individuos em estudo. Para a sua
determinacédo a Dra. Andreia Coelho recorreu a metodologia PCR-RFLP e investigou 0s
locais polimorficos por meio da restricdo enzimatica com quatro enzimas de restricao
(Hinc 11, Xmn I, Hind 111, Hinf I). O conjunto do resultado da digestdo dos quatro enzimas
ao longo do agrupamento génico, forma um padrédo que possibilita definir o haplé6tipo do
individuo (Tabela 1.1.), onde (+) indica a presenca de restricdo enzimatica e (-) a ndo

restricao.

A informacdo contendo o hapl6tipo de cada um dos individuos encontrou-se
disponibilizada na base de dados. Nesta dissertacdo pretendeu-se verificar se 0s
haplotipos no agrupamento génico da B-globina anteriormente determinados (Bantu,
Benim ou Senegal) sdo fatores modificadores dos fenétipos hematoldgicos, bioquimicos
e clinicos dos doentes em estudo pelo que se procedeu ao estudo de associacdo genotipo

/fenotipo usando os testes estatisticos referidos no ponto 3.8.

3.7 Estudo bioinformatico

A anélise bioinformatica foi elaborada através de bases de dados de acesso publico e
de  véarios softwares  bioinformaticos. O  recurso  ao Ensembl

(https://www.ensembl.org/index.html) e ao NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
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permitiu a obtencdo das sequéncias genéticas wild-type dos genes em estudo, bem como
a localizagdo das variantes genéticas e a verificacdo das respetivas frequéncias alélicas
em diferentes populacBes. Além das bases de dados citadas anteriormente, recorreu-se
também aos softwares PolyPhen-2 (hitp://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) e OMIM®

(https://www.omim.org/) a fim de averiguar a importancia clinica das variantes genéticas

e se estas foram relatadas com associacdo da alteracdo de um fenotipo.

3.8 Analise estatistica

A andlise de estatistica descritiva dos dados hematoldgicos, bioquimicos e clinicos
registados na base de dados foi realizada através do software IBM SPSS Statistics (Versao
28.0.1.0). O equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) para cada variante foi calculado

manualmente assim como as frequéncias alélicas e genotipicas.

A normalidade da distribuicdo das variaveis foi testada pelo teste Shapiro-Wilk. Para
as variaveis que apresentam uma distribuicdo normal, realizaram-se o0s testes
paramétricos teste-t de amostras independentes ou ANOVA (post hoc-SNK) e para
aquelas que ndo seguiam uma distribuicdo normal, realizaram-se o0s testes néo
paramétricos Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis. Para as varidveis dicotomicas, realizou-

se o teste y2. Assumiu-se significancia estatistica para p-value < 0,05.
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4 Resultados e discussao

4.1 Caracterizacdo demogréfica da populacdo em estudo

Neste estudo, avaliamos a compilacdo dos registos pediatricos de 81 criangas,
diagnosticadas com drepanocitose. Os registos médicos foram elaborados em consultas

realizadas pelos pediatras, em periodos de steady state e durante um periodo de trés anos.

Das criangas envolvidas no presente estudo, 44 individuos sdo do sexo masculino
(54,3%) e 37 do sexo feminino (45,7%). As idades dos individuos, a entrada no estudo,
estdo compreendidas entre os 3 e 0s 17 anos, sendo a idade média de 9,6 anos; desvio

padréo 4,2 e mediana de 9,2 anos.

A Figura 4.1. permite verificar a distribuicdo das 81 criangas consoante 0 Sexo e a
idade. E possivel constatar que a faixa etaria que apresenta maior nimero de criancas do
sexo masculino é a de 5 anos (n=6) e aquela com mais criancas do sexo feminino é a dos

9 anos (n=6). A faixa etaria onde ha maior nimero de participantes é de 9 anos (n=11).

Distribuicéo por idade e por sexo
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Figura 4.1. Distribuicéo por idade e por sexo da populagéo. A representacao grafica demonstra a idade da populagdo
em estudo que estd compreendida entre os 3 e 0s 17 anos, em fungéo do ndmero de individuos de cada sexo.

Embora a avaliacao clinica dos participantes tenha decorrido nos hospitais da regido
da grande Lisboa, nem todas as criangas sdo portuguesas ou tém ancestralidade
portuguesa. Assim, 52 criancas (64,2%) tém a sua origem geografica em Portugal
enquanto 29 (35,8%) tem origem geografica num pais africano: Angola — 17 (21,0%),
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Sdo Tomé — 5 (6,2%); Guiné-Bissau — 4 (4,9%), Senegal — 2 (2,5%) e Cabo Verde — 1
(1,2%), (Tabela 4.1 e Figura 4.2). Contudo, analisando a origem geogréfica dos
progenitores dos participantes é facilmente observado que apenas um casal de
progenitores tem origem em Portugal e que os restantes casais de progenitores sdo

originarios de paises africanos, maioritariamente de Angola (n =50; 61,7%), (Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Origem geograficas da populacdo estudada e dos seus progenitores

Origem geografica dos participantes n %
Angola 17 20,99
Cabo Verde 1 1,23
Guiné-Bissau 4 4,94
Portugal 52 64,20
Sao Tomé 5 6,17
Senegal 2 2,47
Origem geografica dos progenitores n %
Angola 50 61,73
Cabo Verde 2 2,47
Guiné-Bissau 10 12,35
Portugal 1 1,23
Sao Tomé 10 12,35
Senegal 1 1,23
Dupla origem 7 8,64

n — Representa o nimero de individuos
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Origem geogréafica das criancas em estudo

Portugal
Angola
Cabo Verde
Séo Tomé
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Figura 4.2. Distribuicao da origem geografica da populacdo de participantes. O grafico mostra o pais de origem
das criancas participantes no estudo. Verifica-se que a maioria das criangas nasceu em territério portugués embora 0s
seus progenitores sejam quase exclusivamente de origem africana (ver figura 4.3).

A drepanocitose ¢ uma patologia de elevada prevaléncia em regiGes endémicas de
malaria, como é o caso da Africa subsaariana e das regides banhadas pelo Mediterraneo.
Contudo, os resultados referentes a origem geografica das criangas estudadas neste
trabalho indicaram que Portugal tem a maior representatividade no que diz respeito a
naturalidade da amostra, embora Portugal ndo corresponda a uma regido endémica de

maldria e tampouco a uma regido de elevada prevaléncia de drepanocitose.

Assim, houve a necessidade de se averiguar a naturalidade dos progenitores das 52
criancas naturais de Portugal. Desta forma, os dados relativos a naturalidade dos
progenitores dessas criancas encontram-se detalhados na Figura 4.3. A andlise permite
verificar que 33 casais de progenitores sao naturais de Angola, 5 da Guiné-Bissau, 5 de
Sdo Tomé, 1 de Cabo Verde e 6 casais de naturalidade mista (2 casais de Senegal e
Angola, 2 de S8o Tomé e Angola, 1 da Guiné e Angola e 1 de Cabo Verde e Angola).
Assim, podemos concluir que ha apenas um casal de progenitores com origem portuguesa
(1,9%) e que todos os outros tém origem africana (98,1%), sendo esta maioritariamente
angolana. Logo, mesmo as criangas que nasceram em Portugal (n=52) tém, na sua quase

totalidade, ascendéncia africana (n=51; 98,1%), (Figura 4.3).
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Naturalidade dos progenitores das criancas naturais de
Portugal

Senegal - Angola EH 2
Guiné - Guiné I 5
Guiné - Angola H 1
S&o-Tomé - Sdo-Tomé I 5
Sdo-Tomé - Angola EH
Cabo-Verde - Cabo-Verde H
Cabo-Verde - Angola H
Angola - Angola ] 33
Portugal - Portugal
Desconhecido - Cabo-verde

Naturalidade (pai - mae)

o
(%]

10 15 20 25 30 35
N° de casais progenitores

Figura 4.3. Naturalidade dos progenitores das criancas naturais de Portugal. Observa-se que a naturalidade dos
casais de progenitores das 52 criangas nascidas em Portugal é maioritariamente africana (98,1%). O pais africano do
qual provém mais casais de progenitores é Angola.

Os nossos resultados vao ao encontro das observagdes mencionadas na literatura de
que as migracdes populacionais tém vindo a dispersar a drepanocitose em diversas areas
geogréaficas®?6¢, Assim, ao longo dos anos as migragdes populacionais tém espalhado
pelo mundo a drepanocitose, a partir dos seus locais de origem (Africa e peninsula Arabo-
Indiana). Esta razdo explica o nascimento de criangas com drepanocitose em territorio
portugués de progenitores provenientes das regides onde a prevaléncia da drepanocitose
é elevada, nomeadamente dos PALOP. Este é o fruto de uma imigracdo recente muito
devido a procura de melhores condi¢des de trabalho e de vida do que as existentes nos
respetivos paises de origem.

Contudo em Portugal é também conhecida a presenca da drepanocitose devido a
migracGes muito mais antigas. Com o trabalho escravo, no séc. XV e adiante, escravos
africanos foram forcados a trabalhar em campos de arroz situados ao longo dos rios Tejo,
Sado e Guadiana, locais estes onde a malaria era endémica. Sendo os portadores de
drepanocitose mais resistentes a malaria, estes locais passaram também a ser 0s principais

focos de portadores de drepanocitose® 1%,
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4.2 Caracterizacdo dos parametros hematoldgicos, bioquimicos e clinicos

No ambito das consultas das criancas estudadas, as amostras sanguineas foram
colhidas e analisadas e os dados hematologicos, bioquimicos e clinicos foram registados
numa base de dados. Esta base de dados, fornece informacdes laboratoriais tais como,
niveis de hemoglobina total (hemoglobina), contagens de eritrocitos, reticuldcitos,
volume globular médio (VGM), hemoglobina globular média (HGM), hematdcrito, red
cell distribution width (RDW), leucdcitos, neutréfilos, plaquetas, HbF, HbS, bilirrubina
total e lactato desidrogenase (LDH). As informagdes clinicas e os incidentes evolutivos
encontram-se também inseridas no mesmo documento, sendo avaliado pardmetros como
ictericia, litiase biliar, esplenomegalia, hepatomegalia, doenca pulmonar croénica,
hipertensdo pulmonar, cardiopatias e éxito fatal. O conjunto desses dados permitiu
averiguar a gravidade da anemia e das restantes manifestacGes da doenca nas criancas
drepanociticas integradas neste estudo.

A partir dos registos existentes na base de dados realizou-se um estudo estatistico
descritivo referente as informacGes hematoldgicas e bioquimicas dos participantes, cujos
resultados se encontram na Tabela 4.2.

Pela anélise dos pardmetros hematoldgicos destaca-se a auséncia de HbA e a presenca
de um valor médio elevado de HbS (81,95 + 7,24%). Este valor de HbS encontra-se dentro
do valor referido na literatura para doentes homozig6ticos para a mutagdo
drepanocitical®. Para além disso, é também visivel um valor médio elevado de HbF
(11,77 £7,07%), considerando aqueles que sdo os valores normais deste parametro (cerca
de 1%)°.

Segundo a Direcio Geral da Satde (DGS)%, os valores de referéncia da populacio
portuguesa para a contagem de eritrocitos e hemoglobina considerando a média de idades
apresentada (9,6 * 4,17 anos) &, respetivamente, de 3,80-5,40x10'%/L e de 11,0-14,0
g/dL. Tendo em consideracdo esses valores de referéncia, verificamos alteracdes no que
diz respeito a populacdo em estudo, dado que nesta, a média da contagem de eritrocitos é
3,04+0,53x10%/L, e a média da hemoglobina é 7,97+0,90 g/dL. Estes pardmetros
sugerem de imediato uma compatibilidade com os valores caracteristicos de individuos
com drepanocitose, uma vez que se encontram abaixo dos de referéncia e sdo coerentes

com a doenga ser uma anemia cronica.
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No que concerne aos pardmetros hematimétricos VGM e HGM, os valores médios
destes encontram-se dentro dos valores de referéncia, uma vez que os limites normais
fornecidos pela DGS!? correspondem, respetivamente, a 72,0 — 86,6 fL e 26,0 — 34,0 pg.
Também aqui estes valores sdo coerentes com o descrito para a drepanocitose, que é
considerada uma anemia normocitica e normocromica. Apesar do valor médio da HGM
se encontrar dentro dos valores normais, esta média aproxima-se do limite inferior o que

pode ser devido a co-herenca de a-talassémia como seré referido mais tarde.

A percentagem de hematocrito considerada normal para a idade pediétrica
estabelecida pela DGS, é 34,7 — 46,0 %. Comparando com a média da populacdo em
estudo (23,71 + 2,56%), verificamos que se encontra abaixo desse valor, indicando uma

baixa quantidade de eritrdcitos, caracteristica essa associada a anemia hemolitica.

Os valores normais correspondentes a contagem de leucdcitos séo 4,0 — 10,0 x10%/L,
pelo que a média das criancas integrantes nesse estudo no que diz respeito a esse
parametro, encontra-se ligeiramente aumentada (12,81 + 4,34 x10%L). Comparando com
os valores da DGS'%? correspondentes a concentragdo de neutrofilos e de plaquetas 1,5 —
8,5 x10%L e 140 — 440 x10°%L, respetivamente, podemos verificar que esses valores
tendem para o limite maximo dos valores normais. Como verificado no capitulo da
Introducdo, o aumento destes trés parametros pode ser o resultado das lesdes tecidulares
originadas pelas vaso-oclusfes; além disso, a subsequente producdo excessiva desses
parametros contribuem ainda mais no progresso das crises vaso-oclusivas caracteristicas

da drepanocitose, tornando-se um ciclo repetitivo.

A percentagem de reticuldcitos, a concentracdo de LDH e de bilirrubina total
permitem ter uma percecdo da lise celular (grau de hemélise dos glébulos vermelhos) na
populacdo em estudo, visto que esses parametros sdo biomarcadores de hemdlise.
Segundo os valores de referéncias, a percentagem de reticuldcitos deve estar
compreendida entre 0,5 — 1,5%. Comparando com a populagdo em estudo, verificamos
um aumento da producdo deste componente hematoldgico. Da mesma forma, constata-se
também um aumento da LDH e da bilirrubina total, uma vez que os valores de referéncia
correspondem, respetivamente, a 100,00 — 250,00 U/L e < 1,2 mg/dL. Quando associados
a um baixo nivel de hemoglobina e de eritrocitos, estes valores sdo compativeis com uma
elevada taxa de hemdlise que se refletem numa anemia severa (Hb < 8,0 g/dL), segundo
a Tabela 4.3 disponibilizada pela Organizagio Mundial de Satde!®,
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Tabela 4.2. Estatistica descritiva dos parametros hematolégicos e bioguimicos das criancas drepanociticas
estudadas

Variavel N Média + DP Minimo Maximo Mediana
Eritrocitos (10'%/L) 80 3,04 £0,53 2,20 5,10 2,97
Hemoglobina (g/dL) 81 7,97 £0,90 6,30 9,90 7,80

Reticulécitos (%) 79 12,36 £ 5,47 1,40 25,90 11,90

Hematdcrito (%) 80 2371+256 1840 30,00 23,60
VGM (fL) 80 79,24+883 5500 9640 80,90
HGM (pg) 80 26,78+334 1900 3400 27,10
RDW (%) 80 22,12+313 1530 2940 21,85

HbS (%) 25  81,95+7,24 69,90 9300 83,90
HbF (%) 46 11,77 £7,07 1,80 27,80 10,00

Leucdcitos (10%/L) 80 12,81+4,34 5,10 26,80 11,75

Neutréfilos (10%/L) 80 6,05 + 3,04 2,20 19,60 5,35
Plaquetas (10%L) 80 419,11+118,99 137,00 768,70 432,25
LDH (U/L) 26 737,16+229,15 271,00 1318,00 730,50

Bilirrubina total (mg/dL) 74 3,01+1,59 0,90 8,00 2,55

N — Representa 0 nimero de individuos analisados em cada variavel
VGM - Volume globular médio; HGM — Hemoglobina globular média; RDW — Red cell distribution width; HbS
— Hemoglobina S; HbF — Hemoglobina fetal; LDH — Lactato desidrogenase

Tabela 4.3. Categorias da gravidade da anemia

Anemia (Hb — g/dL)
Ligeira Moderada Severa
6-59meses 10,0-109 7,0-99 <70
5-11lanos 11,0-114 8,0-109 <80
12-14anos 11,0-11,9 8,0-10,9 <8,0

Populacdo

Classificagdo disponivel em Haemoglobin concentrations for the diagnosis of anaemia and assessment of severity,
Organizagdo Mundial de Satde, 2011.1%3

Adicionalmente, a andlise referente a informacao clinica foi também realizada
(Tabela 4.4). Todas as criancas em estudo passaram por incidentes evolutivos. Do que foi
relatado, em 79 criancas, 60 (75,95%) teve ictericia; uma consequéncia do excesso de
bilirrubina total provocado pelo alto indice de destruicdo dos eritrocitos. Num universo

de 59 criancas, 26 (44,07%) tiveram litiase biliar. Todas as criangas no presente estudo
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tiveram algum tipo de cardiopatia, mais propriamente, 81 (100%) apresentaram Sopro
cardiaco e 42 de 59 (71,19%) teve alguma outra cardiopatia. Em 75 criancas, 11 (14,67%)
apresentaram esplenomegalia e em 24 de 74 (32,43%) verificou-se hepatomegalia. Em
80 criancas, duas (2,50%) tiveram doenca pulmonar cronica, no entanto, nenhuma delas
apresentou hipertensdo pulmonar. Relativamente ao éxito fatal, lamentavelmente, foi
registado em uma (1,20%) das criangas. Daqui podemos concluir que as manifestacoes
cardiacas sdo dos problemas clinicos mais comuns apresentados pelas criangas com

drepanocitose.

Tabela 4.4. Frequéncia relativa das complicagdes clinicas

Variavel N Sim (%) Nao (%)
Incidentes evolutivos 81 81 (100,00) 0 (0,00)
Ictericia 79 60 (75,95) 19 (24,05)
Litiase biliar 59 26 (44,07) 33 (55,93)
Esplenomegalia 75 11 (14,67) 64 (85,33)
Hepatomegalia 74 24 (32,43) 50 (67,57)
Doenca pulmonar crénica 80 2 (2,50) 78 (97,50)
Hipertensdo pulmonar 79 0 (0,00) 79 (100,00)
Cardiopatia 81 81 (100,00) 0 (0,00)
Sopro cardiaco 81 81 (100,00) 0 (0,00)
Outra cardiopatia 59 42 (71,19) 17 (28,81)
Exito fatal 81 1(1,20) 80 (98,8)

N — Representa o nimero de individuos por variavel

4.3 Diagnéstico de alteragdes nos genes HBA: a-talassémia

Como mencionado no capitulo Introducdo, a a-talassémia é um potencial modificador
genético da gravidade da drepanocitose. Dado este facto, no &mbito do presente trabalho,
pretendeu-se realizar um estudo de associagdo entre a co-heranca de a-talassémia e 0s
fenotipos da drepanocitose. A fim de concretizar este objetivo, numa fase inicial foi
necessario a detecdo da presenca das duas dele¢fes mais comuns localizadas nos genes
HBA (a delecdo 3,7 kb e a delecdo 4,2 kb) em simultaneo. Os diagndésticos foram
realizados apds a implementagdo da metodologia multiplex gap-PCR adaptada de Tan et
al. 2001 %2 e descrita no capitulo de materiais e métodos. Os produtos amplificados através
dessa metodologia foram submetidos a eletroforese de modo a confirmar-se o perfil de
cada um, pela analise dos tamanhos dos fragmentos amplificados. Um exemplo da
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captacao visual dos perfis eletroforéticos de seis amostras usadas para a implementagéo

da metodologia s&o encontrados na Figura 4.4.

kb

0,5

Figura 4.4. Diagnéstico da a-talassémia atraveés do Multiplex Gap-PCR. Resultado de um gel de agarose a 1% (p/v)
apos a eletroforese dos produtos amplificados. Na 12 posicéo observa-se o marcador de peso molecular (M); nas posicoes
2 e 3, encontram-se amostras sem delecdo nos genes o (awo/occt) com apenas um fragmento de 1,8kb; na 4% e na 72 posicdo
constata-se uma heterozigotia para a delegéo -a®>7 (aa/-0>7) consequentemente a observagdo de um fragmento de 1,8kb e
outro de 2,1kb; a homozigotia para a dele¢do -a®7 (-a®7/-a®7) é observada na 5% posigdo com a visualizagdo de um
fragmento de 2,1kb; na 62 posicdo encontra-se uma heterozigotia para a delegdo -a*? (ao/-o*?) onde se visualizam 2
fragmentos de 1,8 e 1,6 kb. Na 82 posicéo encontra-se o controlo negativo.

Do universo das 81 criancgas, 46 (56,79%) individuos revelaram auséncia de a-
talassémia, ou seja, um genotipo normal (ao/aa). Dos 46 individuos, 25 correspondem ao
sexo masculino e 21 ao sexo feminino. No que diz respeito a individuos heterozigoticos
(aa/-a’), foram detetadas 30 (37,04%) criangas, sendo 16 do sexo masculino e 14 do
sexo feminino. Foi ainda verificado que cinco (6,17%) criancas eram homozigoéticas para
a delecdo (-a'/-0®7), sendo trés do sexo masculino e duas do sexo feminino. No estudo
de diagnostico da a-talassemia, foi ainda constatado que das 81 criangas, nenhuma

apresenta heterozigotia ou homozigotia da delegdo -o*? (Figura 4.5).

55



Frequéncia dos genotipos de a-globina

56,79%
50 n=46
45
» 40 37,04%
S35 n=30
= 30
'S 25

3 ig 6,17%
S n=5

<10
5 ,—l

0
-a3,7/-a3,7 ao/-03,7 oo/oo

Gendtipos a-globina

Figura 4.5. Frequéncia dos genotipos de a-globina detetada nas 81 criancas com drepanocitose. Observa-se
cinco (6,17%) criancas homozigdticas para a delecéo (-o®7/-a®7), 30 (37,04%) criancas heterozigdticas (co/-0®7),
e 46 (56,79%) criangas com 0 gendtipo normal (co/ot).

A menor prevaléncia da dele¢io a*? em comparacdo com a dele¢do o’ é uma
observacdo coerente com a literatura disponivel, embora estes estudos tenham sido
realizados na populacio em geral: Peres et al., 1995'% observaram que em Portugal, numa
amostra de sangues do corddo umbilical de 100 individuos, 86% correspondia a um
gendtipo oo/ac, 7% ao gendtipo ao/-0>’ e 3% ao ao/-a*?. No Brasil'®, verificou-se
86,84% do gendtipo aa/aa, 12,36% do aa/-o>’, 0,46% do -a*'/-a>’ e 0,35% do gendtipo
ao/-0*2, Outras prevaléncias genotipicas semelhantes foram relatadas: na China (owo/-o>”
correspondeu a 35,12% e ao/-a*? a 6,93%)%, Paquistio (aa/-a>’ representou 22,30% e
ao/-0*2, 1,70%)'%7, Camboja (co/-0>" correspondeu a 23,73% e aa/-0*? a 0,80%)%,
india (ao/-0®" foi relacionado a 24,92% da amostra e aa/-a*? a 3,03%)'® e no Barém
(ao/-0>" correspondeu a 14,79% e aa/-a*? a 0,59%)°. Consequentemente, tendo esta
delecdo de 4,2kb uma frequéncia relativamente baixa, é plausivel que numa populacdo da

dimensdo do presente estudo ndo tenha sido observada.

Analogamente, para suportar as evidéncias obtidas quanto a prevaléncia da
delecdo o’ na nossa populagio de criangas com drepanocitose, recorreu-se uma vez mais
a literatura disponivel de estudos realizados que associam a co-heranca da drepanocitose
e da a-talassémia. Foi reportado na Republica dos Camardes uma prevaléncia da
homozigotia para a delecdo -’ de 6,80%'!* muito equiparada aos resultados obtidos

neste trabalho, no Barém 5,33%%°, no Irdo 4,76%%?. Em contrapartida, esta prevaléncia
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foi mais reduzida no Brasil 1,44%*'3 e no Senegal 2,30%*'* e mais elevada nos estudos

realizados com criangas angolanas 12,50%%°.

Para verificar se a proporcéo dos trés gendtipos de a-globina que encontramos é
semelhante & esperada aplicou-se a determinacdo do Equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE). A aplicagdo do conceito do principio do HWE estabelece uma referéncia que
possibilita estimar e detetar fatores relacionados com o enviesamento de uma amostragem
populacional. O teorema tem como postulado o equilibrio genotipico de uma populacao
guando nenhuma mudanca ocorre. Assim, na existéncia de uma alteracéo (como selecédo
natural e artificial, mutagéo, acasalamento seletivo, migracdo, endogamia e amostragem
aleatoria) origina-se um desequilibrio que pode ser detetavel e estimado!'®'!’. Dado a
importancia deste teste, foi inquerido se a populacdo em estudo se encontrava em
equilibrio segundo o HWE. Esse mesmo teste foi realizado sempre que possivel nos
estudos subsequentes com 95% de significancia. Os resultados estdo em conformidade
com 0 HWE, ¥? 1, n=81) = 0,001; p = 0,97. Como p é maior do que 0,05 podemos concluir

que esta populacdo se encontra em equilibrio de HW para os genotipos de a-globina.

4.3.1 Associacido da a-talassémia com a gravidade da drepanocitose

Tendo em conta os estudos de associacdo, ao serem comparados os valores médios
dos parametros hematoldgicos e bioquimicos dos individuos que apresentam a delecéo
o>’, em heterozigotia ou em homozigotia, com os individuos que carecem dessa delego
(gendtipo wild-type), observa-se que a co-heranca de a-talassémia com a drepanocitose
se traduz num efeito benéfico, sobretudo ao nivel do grau de hemodlise, mas também ao

nivel da anemia, como pode ser verificado na Tabela 4.5 e discutido seguidamente.
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Tabela 4.5. Associagdo entre o fen6tipo hematoldgico e bioquimico e os gen6tipos de a-globina

Variaveis ao/aa 00/-027 + -u?'f-037 -value
n  MédiatDP n  MediaxDP P
Eritrocitos (lOlZ/L) 46 2,79+0,33 34 3,38+ 0,57 <0,0012

Hemoglobina (g/dL) 46  7,91+097 35 805+082  0,3012

Reticuldcitos (%) 46 1450+535 33  937+410  <0,0012
LDH (U/L) 9 796,22+227,52 17 62559+197,85 0,070
Bilirrubina total (mg/dL) 44  3,33+160 30  2,53+147  0,010?
VGM (fL) 46  84,18+597 34 7254+7,60  <0,001*

HGM (pg) 46 2856+251 34 2437+278  <0,001
Hematocrito (%) 46 2340+2,60 34 2415+247 0,195
RDW (%) 46 2236+329 34 21,80+291 0,430

Leucécitos (10%/L) 46 13,27 + 3,89 34 12,18 + 4,86 0,1712
Neutrofilos (10%/L) 46 6,04 + 2,56 34 6,06 + 3,64 0,5082

Plaquetas (10%L) 46 432,94 +118,44 34 400,41+11891 0,229
HbS (%0) 13 82,73+ 6,81 12 81,11+ 7,89 0,586
HbF (%) 27 11,13 + 6,93 19 12,68 + 7,35 0,4822

VGM - Volume globular médio; HGM — Hemoglobina globular média; RDW — Red cell distribution width; HbS

— Hemoglobina S; HbF — Hemoglobina fetal; LDH — Lactato desidrogenase

Teste-t

2 Mann-Whitney

Significancia estatistica para p-value < 0,05

Quanto ao valor médio da contagem de eritrdcitos correspondente aos individuos

sem delecdo equivale a 2,79 + 0,33 x10'?/L, ja no caso individuos com a delec&o, quer
seja em heterozigotia ou em homozigotia, a média dessa contagem equivale a 3,38 £ 0,57
x10'?/L. Daqui se conclui que a presenca de a-talassémia melhora significativamente a

contagem de eritrocitos nestas criangas.

Os valores médios da concentracdo de hemoglobina nas criancas que ndo
apresentam a delecdo em relacdo as que a apresentam também demonstram uma tendéncia
para aumento, respetivamente 7,91 + 0,97 g/dL vs. 8,05 + 0,82 g/dL, embora a diferenca
ndo apresente significancia estatistica. Uma vez que segundo a OMS a anemia ¢ “uma
condicdo em que o nimero de glébulos vermelhos ou a concentracdo de hemoglobina
dentro deles é menor do que o normal”!8, estes fatores determinam a gravidade da
anemia. De acordo com essa perspetiva, e avaliando a gravidade da anemia com base na
Tabela 4.3 apresentada anteriormente, faz-se notar que a concentracdo media de
hemoglobina do grupo com dele¢do enquadra-se na anemia moderada, no entanto, o
grupo sem delecdo, ainda que por uma pouca diferenca, estd enquadrado na anemia

Ssevera.

O efeito benéfico da co-heranca da a-talassémia com a drepanocitose pode-se
ainda constatar através dos biomarcadores séricos de hemolise: contagem de reticulécitos,

bilirrubina total e os niveis de LDH. No caso dos niveis de bilirrubina total e de contagem
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de reticuldcitos é notada uma diminuicdo estatisticamente significativa para ambos 0s
pardmetros no grupo que tem o-talassémia. Quanto aos niveis de LDH, embora a
diferenca ndo atinja significado estatistico, & notada uma forte tendéncia de diminuigdo
no grupo que tem o-talassémia. Assim, podemos concluir que ha uma reducdo da taxa
hemolitica nos individuos com a delecdo comparativamente aos individuos sem delecéo.
Como relatado no capitulo da Introducdo, uma hemolise intravascular exacerbada liberta
a hemoglobina e o grupo heme conduzindo a uma reducdo da biodisponibilidade de NO.
Por sua vez, esta reducdo de NO favorece o aumento plaquetario, o que podera ser uma
explicacdo plausivel para o aumento plaquetario nos individuos sem delecdo quando

comparado com os individuos com delegéo.

Na mesma tabela observa-se outros fatores que possivelmente sofreram também
a influéncia do genotipo HBA. A média da percentagem do hematdcrito demonstra uma
coeréncia nos parametros acima citados, uma vez que a diminuicdo da hemdlise vai
consequentemente aumentar o volume de massa eritrdide numa amostra sanguinea; deste
modo é natural que o valor médio do hematdcrito seja mais elevado no grupo das criancas
que apresentam a delecdo (24,15 + 2,47%) do que no grupo das criancas que ndo
apresentam a delecgdo (23,39 £ 2,60%). Relativamente ao RDW, a média deste parametro
para os individuos com delecdo é comparativamente inferior a média dos individuos sem
delecdo, demonstrando desta forma que as criangas com a delecdo apresentam uma maior

homogeneidade da populacdo eritroide.

A avaliacdo dos dados do leucograma exibe um valor médio que corresponde a
uma leucocitose em ambos 0s grupos, observacdo que ndo é surpreendente uma vez que
os individuos drepanociticos manifestam um ndmero basal de leucécitos elevado devido
aos danos tecidulares causados pela vaso-oclusdo e subsequente resposta inflamatoria.
Ainda assim, pode ser notado que a contagem média dos leucdécitos nos individuos com
delecéo é inferior & dos individuos sem delecdo (12,18 + 4,86 x10%L vs. 13,27 + 3,89
x10%L). Como ja relatado, os neutrfilos desempenham um papel crucial no
desenvolvimento das crises vaso-oclusivas. Perante a comparacdo dos dois grupos, €
visivel que a diferenca dos valores médios referentes a este parametro é diminuta, o que

podera dever-se ao facto dos dados terem sido recolhidos em steady-state.

A anemia hemolitica normocitica € normocrémica € geralmente comum em
individuos drepanociticos, contudo, quando esta patologia € acompanhada com a-
talassémia, verifica-se uma diminuicdo do VGM e do HGM, originando uma anemia
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microcitica e hipocromica. Ao analisar-se 0s valores destes parametros em ambos 0s
grupos, é notorio que as médias obtidas em cada um dos pardmetros vai ao encontro do
relato supracitado. Para interpretar a possivel causa desse acontecimento é necessario
relembrar que os individuos drepanociticos que ndo apresentam o-talassémia produzem
a-globina nos niveis normais, pelo que essas vdo emparelhar-se com as pS-globinas,
fazendo com que os eritrdcitos se manifestem com uma coloragdo e um tamanho normal.
Por outro lado, individuos com a delecdo tém reducdo da a-globina o que limita a
formacédo de HbS no interior nos eritrdcitos, pelo que retarda a hemolise prematura e
permite o melhor desenvolvimento dos eritrocitos, fundamentando a maior quantidade de
eritrécitos nos individuos com a-talassémia e a menor quantidade de reticuldcitos no

mesmo grupo.

No que concerne a concentracdo de HbF e de HbS, as diferencas dos valores

médios entre 0s grupos foram minimas.

Sintetizando os resultados deste estudo, a delecdo de 3,7 kb em a-globina, em
homozigotia ou heterozigotia, aparenta estar relacionada com alteracbes hematoldgicas
vantajosas que poderdo determinar um curso da doengca mais suave nas criangas com
drepanocitose. Assim, de modo a explorar a possivel associacdo da a-talassémia com um
fenotipo mais brando da drepanocitose, analisou-se também as informacd@es clinicas com
base no genotipo HBA apresentado. Os resultados dessa confrontacdo entre gendtipo /

fendtipos clinicos sdo apresentados na Tabela 4.6.

Tabela 4.6. Associacéo entre o fendtipo clinico e os genétipos de a-globina

aa/oo aa/-a>" + -a>-a®7

Variaveis clinicas p-value

n Sim (%) Né&o (%) n Sim (%) N&o (%)
Ictericia 46 37(8043)  9(1957) 33  23(69,70)  10(30,30) 0,271
Litfase biliar 36 16 (44,44)  20(5556) 23  10(4348)  13(5652) 0,942
Esplenomegalia 44 5(11,36)  39(8864) 31  6(1935)  25(80,65) 0,335
Hepatomegalia 42 15(3571)  27(6429) 32 9(2812)  23(71,88) 0,490
Doe”‘é‘;‘éﬁ]‘:(':g‘onar 46 0(0,00)  46(10000) 34  2(588) 32(94,12) 0,096

Hipertensdo pulmonar 45 0 (0,00) 45(100,00) 34 0 (0,00) 34 (100,00) -
Cardiopatia 46 46 (100,00) 0 (0,00) 35 35(100,00) 0 (0,00) -
Sopros cardiacos 46 46 (100,00) 0 (0,00) 35 35(100,00) 0 (0,00) -
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Outra cardiopatia 38  28(73,68) 10 (26,32) 21 14 (66,67) 7 (33,33) 0,569
Exito fatal 46 0 (0,00) 46 (100,00) 35 1(2,86) 34 (97,14) 0,249

Teste ¥?
Significancia estatistica para p-value < 0,05

Como relatado anteriormente, a drepanocitose é uma patologia multissistémica
cujas manifestacbes se iniciam ainda numa fase prematura da vida e onde as
comorbilidades podem ser diversificadas de individuo para individuo. Na Tabela 4.4. foi
possivel verificar que todas as criancas do estudo apresentaram incidentes evolutivos.
Nessa tabela, é possivel também constatar que as cardiopatias sdo comorbilidades muito
associadas a drepanocitose uma vez que todas as criangas participantes do estudo
apresentam alguma cardiopatia, nomeadamente sopro cardiaco. Uma vez que, um dos
critérios para a participacdo no estudo era uma idade minima de 3 anos, entdo,
subentende-se que aparentemente o0 coracdo € dos primeiros Orgdos a sofrer as
consequéncias da patologia. O coracdo tem uma funcdo continua e devido a anemia
cronica, a capacidade de transporte do oxigenio € limitada. De maneira a compensar essa
limitacdo, hd um aumento do débito cardiaco assim como uma dilatacdo vascular
periférica. Essa sobrecarga crdnica direciona para uma hipertrofia que no caso da
drepanocitose pode levar ao aumento do retorno venoso. A drepanocitose pode
desencadear outras manifestaces nefastas relacionadas com o coragio*'®. Neste estudo,
73,68% dos participantes sem delegdo a-talassémica comporta alguma outra cardiopatia
enquanto que esta € observada em 66,67% dos individuos com dele¢do a-talassémica.
Essa diferenca, ainda que sem significado estatistico, podera indicar que a presenca da
delecdo a-talassémica em criangas com drepanocitose possa retardar o aparecimento de
algumas cardiopatias, possivelmente devido & melhor capacidade de desenvolvimento dos
eritrocitos e do seu aumento em nimero, 0 que, consequentemente, permite um aumento
da concentracdo de hemoglobina e da capacidade de transporte de oxigénio diminuindo a

gravidade da hipoxia nos tecidos.

Uma das causas do desenvolvimento de ictericia € a elevada destruicdo de
eritrocitos, caracteristica de anemias hemoliticas. A destruicdo dessas células liberta a
bilirrubina total para a corrente sanguinea provocando ictericia. Analisando a Tabela 4.6.
observa-se que, ainda que sem significado estatistico, a frequéncia relativa desta

manifestacdo de anemia, é superior no grupo de criangas sem delegéo a-talassémica em
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comparacédo ao do grupo de criancas com delecdo. A anemia drepanocitica € uma anemia
hemolitica, pelo que a observacao de ictéria em ambos os grupos é plausivel, no entanto,
como verificado no estudo do fendtipo hematologico e bioquimico, o grupo sem delecéo
apresentou uma maior taxa de hemdlise que, como consequéncia, conduziu ao aumento

dos niveis de bilirrubina total, o principal parametro que origina ictericia.

Outras complicagdes comumente observadas em doentes drepanociticos foram
também manifestadas nos dois grupos em estudo neste topico, no entanto, complicacbes
como litiase biliar e hepatomegalia apresentam uma maior frequéncia relativa no grupo
de criancas sem delecdo o-talassémica, apesar da diferenca ndo atingir significado
estatistico. Ambas as complicacGes poderdo resultar da hemdlise descomedida e das
lesGes resultantes da obstrucdo dos vasos. Mas, além disso, a hepatomegalia podera
também estar relacionada com um elevado uso de medicac¢do com alguma toxicidade para
o figado. Foi verificado que no grupo sem delecdo a-talassémica hd uma tendéncia para
um maior aumento de leucdcitos e plaquetas, ambos fatores sdo contribuintes para as

crises vaso-oclusivas, o que podera aumentar a necessidade de analgésicos.

J& a esplenomegalia foi observada em 19,35% dos individuos com delecdo a-
talassémica e em 11,36% dos individuos sem delecdo, no entanto esta diferenca nao
apresenta significado estatistico. Como relatado anteriormente, o bago é responsavel pela
producdo de anticorpos, uma vez que o grupo com delegdo a-talassémica apresenta uma
maior frequéncia relativa de disfuncdo do bacgo, possivelmente encontram-se mais
vulneraveis a infe¢es pulmonares, podendo estas causar lesdes permanentes. Assim,
coerentemente com esta hipétese, foi verificado doenca pulmonar cronica em 5,88% do

grupo com delecdo, mas ndo se constatou nenhum caso nos individuos sem delecéo.
N&o foram registados casos de hipertensdo pulmonar em nenhum dos grupos.

Na populacdo estudada, foi verificada 1 (2,86%) fatalidade numa crianga
pertencente ao grupo contendo a delegdo a3,7. A crianca em questdo apresentava o
genotipo -a3,7/-a3,7, manifestava cardiopatias e hepatomegalia tendo falecido devido a

uma insuficiéncia cardiaca.

Pelo acima exposto, é perfeitamente percetivel que o surgimento de outras patologias
decursivas da drepanocitose é um acontecimento intrinseco desta mutacdo e pode afetar
uma vasta quantidade dos 6rgdos humanos!!t, Apesar desse conhecimento, as patologias

associadas podem estar tambem relacionadas com outros fatores geneticos e ambientais
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e por este motivo podem ser diversas, afetar cada individuo de maneira diferente e/ou em

fases diferentes da linha da vidal'®,

Perante toda a avaliacdo que teve como intuito investigar uma possivel associacdo da
a-talassémia com um fendtipo mais brando da drepanocitose, € notorio que do ponto de
vista fisiologico, a a-talassémia aparentemente reduz o impacto severo da anemia
drepanocitica. Nesta associacao verificamos um beneficio nos fendtipos hematoldgico e
bioquimico no grupo que apresenta a delecdo. Apesar de ndo ser abordado no presente
estudo, este beneficio podera, provavelmente, atrasar a idade de diagnéstico e melhorar a
sobrevida de pacientes drepanociticos, retardando ou até impedindo o aparecimento das
comorbilidades associadas a drepanocitose®” 1, Ainda assim, para alguns individuos a
co-heranca de o-talassémia ndo foi suficiente para que as complicacdes clinicas
deixassem de ser reportadas numa fase tdo prematura das suas vidas. Ainda que as
complicagdes clinicas sejam verificadas em ambos 0s grupos, tal como outros autores que
demonstraram haver melhorias significativas de algumas complicag¢fes clinicas
especificas pela co-heranca de talassémia 87110111113 através deste estudo foi possivel
relatar uma tendéncia na reducdo do numero de casos da maioria das complicacbes

clinicas mencionadas na Tabela 4.6.

4.4  Polimorfismo no gene HBG2 - rs7482144 (C>T)

A anélise do polimorfismo rs7482144 foi explorada por meio da metodologia
PCR-RFLP. A metodologia consiste essencialmente em duas etapas: amplificacdo do
promotor do gene HBG2 e restricdo por meio da enzima Xmn . Na primeira etapa obtém-
se um fragmento de 677 pb cujo sucesso de amplificacdo foi visualizado através de
eletroforese (como exemplificado na Figura 4.6). A segunda etapa corresponde a restri¢ao
enzimatica dos fragmentos amplificados: no caso do alelo T ha uma hidrdlise e obtém-se
dois fragmentos de 462 e 215pb. No caso do alelo C, ndo héa restricdo pelo que o
fragmento continua a ser de 677 pb. Na Figura 4.7. esta apresentado o registo fotogréafico
dos resultados obtidos pela aplicacdo desta metodologia a algumas das amostras em

estudo.
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(100pb) —

677pb

Figura 4.6. Visualizacdo de um gel apos separacdo eletroforética dos produtos de amplificagdo por PCR do
promotor do gene HBG2. A revelagdo do gel de agarose 2% (p/v) apresenta na posicéo 1 o marcador de peso molecular
de 100pb (M). Na posicdo 2 a 9, verifica-se o sucesso da amplificacdo de oito amostras pela visualizagdo de um
fragmento de 677pb. A posi¢do 10 corresponde ao controlo negativo do PCR (-).

I%
g% 77pb
500 462pb
400
300 215pb

200

Figura 4.7. Registo fotografico de um gel apés separacéo eletroforética dos produtos da restricdo enzimatica do
promotor do gene HBG2 com o enzima Xmn I. A revelagdo do gel de agarose 2% (p/v) apresenta na posi¢éo 1 o
marcador de peso molecular de 100pb (M). Na posic&o 2, observa-se a presencga do alelo C em homozigotia, com apenas
um fragmento do tamanho original (677pb) indicando que ndo ocorreu digestdo. A posi¢do 3, corresponde a uma
heterozigotia C/T, verificando-se a restrigdo do alelo T, sendo este fragmentado (462 e 215pb) e um fragmento de
tamanho original ndo digerido. A posicdo 4 representa uma amostra homozigética T/T apresentando apenas dois
fragmentos que correspondem a restricdo dos dois alelos. Da posi¢do 5 a 9 observam-se amostras de individuos
homozigdticos para o alelo C. A dltima posi¢do corresponde ao controlo negativo (-).
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O estudo do SNP rs7482144 revelou que das 81 criancas analisadas, 65 (80,25%)
apresentam homozigotia para o alelo C. Por outro lado, tanto a homozigotia para o alelo
T, como a heterozigotia C/T, foram diagnosticadas em oito individuos o que representa,

para cada caso, 9,88% da amostra (Figura 4.8.).

Frequéncia genotipica do polimorfismo rs7482144

80,25%
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Figura 4.8. Frequéncia dos genétipos do polimorfismo rs7482144 no gene HBG2. Verifica-se 65 (80,25%) criangas
homozigdticas para o alelo C, oito (9,88%) criangas heterozigdticas e oito (9,88%) criangas homozigéticas para o alelo
T.

As frequéncias genotipicas encontradas para o SNP 7482144 nao estdo em HWE,
¥? 1. n=81) = 30,01; p = 3,04 x107". Pela observacéo das frequéncias genotipicas parece
haver um nimero reduzido de gendétipos heterozigéticos em relacdo ao esperado. Essa
caréncia em genotipos heterozigoticos fica por explicar. No entanto, a anédlise das
frequéncias alélicas revelou-se diferente. Na nossa populacdo em estudo, a frequéncia
alélica do alelo C (alelo nativo) é de 85,2% e do alelo variante T é de 14,8%. A frequéncia
alélica da populacdo em estudo foi comparada com a populacéo africana do projeto “1000
genomes project”, uma vez que as criancas envolvidas sdo maioritariamente de origem
africana. Verificamos que a frequéncia alélica do alelo C do SNP rs7482144 na nossa
populacéo é bastante semelhante ao descrito para a populacdo africana em geral analisada
no “1000 genomes project”, respetivamente, 85% versus 86%. Do mesmo modo, a
frequéncia do alelo T na nossa populacdo é muito semelhante a descrita para a populagéo

africana em geral (respetivamente, 15% e 14%). Assim, embora as frequéncias
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genotipicas se mostrem diferentes do esperado as frequéncias alélicas sdo semelhantes ao

esperado.

4.4.1 Estudos de associacdo do polimorfismo rs7482144 com a gravidade da
drepanocitose

A alteracdo rs7482144 C>T tem sido frequentemente associada & expressdo
aumentada do gene ®y-globina (HBG2), induzindo um aumento dos niveis de HbF em
individuos com drepanocitose. A Tabela 4.7. expbe os resultados obtidos quando
analisados perante um modelo dominante, delimitado pelo grupo de doentes que possuem
a alteracdo em homozigotia ou em heterozigotia, e pelo grupo de doentes que apresenta o
gendtipo wild type. O resultado deste estudo de associacdo é coerente com o reportado
na literatura, demonstrando-se aqui também que a presenca do alelo de menor frequéncia
(T) tem uma contribui¢cdo importante no aumento da HbF. O grupo que apresenta a
alteracdo demonstra valores mais elevados (15,12 + 8,44%) do que o grupo wild type
(10,95 + 6,57%). E bem conhecido o valor preventivo de um nivel elevado de HbF uma

vez que esta ndo polimeriza juntamente com a HbS.

Tabela 4.7. Associagéo entre o fendtipo hematoldgico e hemolitico e 0 SNP rs7482144 do gene HBG2 segundo o
modelo dominante

CcC CT+TT

Variaveis p-value

n Média + DP n Média + DP
Hemoglobina (g/dL) 65 7,91 +0,83 16 8,23+1,14 0,3332
Reticuldcitos (%) 64 11,92 +5,09 15 14,26 + 6,73 0,2502
LDH (U/L) 20 753,30 £ 216,24 6 683,35 + 283,47 0,523
Bilirrubina total (mg/dL) 60 2,99+155 14 3,08 +1,80 0,9782
HbS (%) 22 82,63+ 7,20 3 76,97 + 6,50 0,210!
HbF (%) 37 10,95 + 6,57 9 15,12 + 8,44 0,1132

LDH - Lactato desidrogenase; HbS — Hemoglobina S; HbF — Hemoglobina fetal
1Teste-t

2 Mann-Whitney

Significancia estatistica para p-value < 0,05

O polimorfismo parece ter um efeito modelador ao nivel do aumento da HbF,

embora sem significancia estatistica, mas também consequentemente, como era de se
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esperar, quanto a diminuicdo da concentracdo de HbS, uma vez que as hemoglobinas séo
quantificadas em percentagem. O grupo com o alelo T apresenta uma percentagem média
de HbS de 76,97 £ 6,50%, realcando uma diferenca quando comparado com a
percentagem média de 82,63 = 7,20% do grupo sem a alteracdo. Sendo a HbS a
hemoglobina responsavel pela polimerizacdo e falciformizacdo dos eritrdcitos, a sua
diminuicdo favorece a reducdo da polimerizacdo e consequentemente o decréscimo da
taxa de hemolise. Dada esta observacao e, de forma a consolidar o presente estudo, foram
analisados os indicadores da taxa de hemolise. O grupo de criangas sem a alteracéo
genética no referido SNP manifestou niveis de LDH enquadrados numa taxa de hemolise
mais elevada quando comparado com o grupo de criangas com a alteragdo, contudo, a
contagem de reticuldcitos e a bilirrubina total sdo ambas inferiores no grupo sem a

alteracdo.

A concentracdo de hemoglobina €, como ja mencionado, um valor que determina
a gravidade da anemia e o decurso da drepanocitose. No presente estudo, o grupo de
individuos sem a alteracdo genética no referido SNP manifestou um valor médio de
hemoglobina de 7,91 £+ 0,83 g/dL e o grupo de individuos com a presenca do alelo T,
apresentou uma concentracdo de hemoglobina média de 8,23 + 1,14 g/dL. Os valores
apresentados sdo determinantes na classificacdo da gravidade da anemia. Consultando a
Tabela 4.3., constata-se que o grupo das criancas sem a alteracdo genética no referido
SNP ¢ enquadrado nos limites da anemia grave e 0 grupo com a alteracdo enquadra-se
nos limites da anemia moderada. Os valores mais elevados de hemoglobina no grupo de
individuos com a variante genética, em homozigotia ou em heterozigotia, sugerem uma

relacdo com a presenca da variante T.

Numa visdo geral, a variante T do SNP rs7482144 além de demonstrar elevar os
niveis de HbF, aparenta ainda reduzir a taxa de hemolise e aumentar os niveis de
hemoglobina. Todos esses fatores sdo importantes contributos para amenizar a anemia
severa em criangas drepanociticas, podendo melhorar a qualidade de vida e diminuicdo

das crises das mesmas.

Analisando 0 modelo codominante (Tabela 4.8.) e a Figura 4.9., torna-se mais
evidente o efeito do alelo T na concentracdo da HbF bem como na concentragdo da
hemoglobina. A concentracdo de HbF aumentou de forma exponencial com a quantidade

de alelos T presentes. De forma mais subtil, 0 mesmo efeito foi verificado em relagdo a
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hemoglobina. Apesar do grupo com o genotipo heterozigotico CT e o homozigoético para
a alteracdo TT serem compostos por uma quantidade reduzida de individuos, é possivel
obter-se uma no¢éo da importancia da homozigotia deste alelo em doentes drepanociticos.

Tabela 4.8. Associagdo entre o fendtipo hematoldgico e hemolitico e 0 SNP rs7482144 do gene HBG2 segundo o
modelo codominante

CC CT TT
Variaveis p-value
n  Meédia+ DP n Média + DP n Média + DP

Hemoglobina (g/dL) 65 7,91+0,83 8 8,20 + 1,07 8 8,25+ 1,28 0,4571

HbF (%) 37 10,95+ 6,57 4 13,25+980 5 16,62 + 8,02 0,315?

HbF — Hemoglobina fetal

IANOVA

2 Kruskal-Wallis

Significancia estatistica para p-value < 0,05
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Figura 4.9. Concentracdo de hemoglobina e percentagem de HbF em fungéo do gen6tipo em rs7482144.

Na literatura, alguns estudos associam a alteracdo rs7482144 C>T a diminuicdo
de crises, uma vez que a falciformizacgéo dos eritrocitos é reduzida devido ao aumento da
concentracdo da HbF*?%122, Apesar desta informago em concreto n3o estar detalhada na
base de dados fornecida, observou-se neste estudo outros fatores que podem permitir
concluir que a presenca do alelo T est associada a existéncia de um percurso clinico mais
moderado. A Tabela 4.9. demonstra que as frequéncias relativas das consequéncias
causadas pela drepanocitose tendem a ser maiores no grupo wild type comparativamente

ao grupo com o alelo T, com excecgéo das cardiopatias.
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Tabela 4.9. Associagao entre o fen6tipo clinico e 0 SNP rs7482144 do gene HBG2

CcC CT+TT
Variaveis clinicas p-value
n Sim (%) Nao (%) n Sim (%) N&o (%)

Ictericia 64 49 (76,56) 15(23,44) 15 11(73,33) 4 (26,67) 0,792
Litiase biliar 48 22 (45,83) 26 (54,17) 11  4(36,36) 7 (63,64) 0,568
Esplenomegalia 60 10 (16,67) 50(83,33) 15 1(6,67) 14 (93,33) 0,327
Hepatomegalia 61 22(3607) 39(63,93) 13 2(1538) 11(84,62) 0,148

Doenca pulmonar
cronica

65 2(3,1) 63(96,92) 15 0 (0,00) 15(100,00) 0,491
Hipertensdo pulmonar 64 0 (0,00) 64 (100,00) 15 0 (0,00) 15 (100,00) -
Cardiopatia 65 65 (100,00) 0 (0,00) 16 16 (100,00) 0 (0,00) -
Sopros cardiacos 65 65 (100,00) 0 (0,00) 16 16 (100,00) 0 (0,00) -

Outra cardiopatia 50 34 (68,00) 16 (32,000 9 8 (88,89) 1(11,11) 0,203

Exito fatal 65  1(1,50) 64(98,46) 16  0(0,00)  16(100,00) 0,618

Teste 2
Significancia estatistica para p-value < 0,05

Uma vez que o local rs7482144 localizado no promotor do gene HBG2 faz parte
dos locais que determinam o hapl6tipo associado a drepanocitose, esta anélise foi 0 nosso

proximo objetivo de estudo.

4.5 Haplétipos no agrupamento génico da p-globina

Os locais polimorficos investigados pela Dra. Andreia Coelho permitiram
determinar o perfil do hapl6tipo no agrupamento génico da B-globina de cada um dos 81
individuos, o que resultou em oito perfis distintos. O genétipo Bantu/Bantu foi verificado
em 46 criancas, sendo este gendtipo o mais predominante na populacdo em estudo e
representando 56,79% da amostra. Quanto a frequéncia alélica, o hapl6tipo Bantu atingiu
66% dos alelos caracterizados. Os gendtipos Benim/Benim e Senegal/Senegal foram
observados em oito criangas, 9,88% da amostra. ldentificaram-se sete criangas com o
gendtipo Bantu/Benim, cinco com o gendtipo Bantu/Senegal e trés com o genotipo
Benim/Senegal que representam, respetivamente, 8,64%, 6,17% e 3,70%. Foi ainda
constatado quatro individuos com heterozigotia de alelos atipicos; trés com os genotipos

Bantu/Atipico e um com o Benim/Atipico. Nesta popula¢do predominante de criangas
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afrodescendentes, ndo foi verificado o hapl6tipo Arabe-Indiano nem o haplétipo

Camardes. Mais detalhes podem ser verificados na Figura 4.10.

Frequéncia dos genotipos
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Figura 4.10. Frequéncia dos gen6tipos nas criancas participantes do estudo. Na figura constata-se que 46 (56,79%)
criangas tém o gendtipo Bantu/Bantu, sete (8,64%) criangas tém o gendtipo Bantu/Benim, cinco (6,17%) com o
genotipo Bantu/Senegal, verifica-se ainda trés (3,70%) criancas com os gendtipos Bantu/Atipico e Benim/Senegal, oito
(9,88%) criangas com os genotipos Benim/Benim e Senegal/Senegal e uma (1,23%) crianca com o Benim/Atipico.

Os haplétipos identificados no corrente estudo sdo comumente verificados em
Africa, local este indicado como a possivel origem dos haplétipos Senegal, Benim, Bantu
e Camardes ’’. A excecdo do haplotipo Camar@es, que é observado em grupos étnicos de
Camardes'?®, todos os outros haplotipos africanos foram verificados na populagio
analisada neste estudo, j& que a ascendéncia dessas criangas corresponde a zonas onde
esses hapldtipos séo prevalentes. O hapldtipo Arabe-Indiano é prevalente na Asia, como
indicado pelo nome do préprio haplétipo, e na Peninsula Arébica e na india”’, raz&o pela
qual neste estudo, que envolve maioritariamente criancas de origem africana, nao se

verificou este haplétipo.

A fim de se aprofundar o estudo e investigar a prevaléncia de cada um dos
haplotipos encontrados tendo em conta os paises de origem das criangas e dos seus
progenitores, analisou-se a ascendéncia das criangas envolvidas e correlacionou-se com

0 gendtipo que cada uma delas apresenta (Tabela 4.10).
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Tabela 4.10. Frequéncia dos gendtipos com base na naturalidade dos progenitores das criangas estudadas

Naturalidade dos progenitores dos participantes

Genotipos
PT/PT AO/AO CV/AO CV/CV ST/AO ST/ST GN/AO GN/GN SN/AO SN/SN
n(%) n(%) n®%) n®%) 0% n%) %) 0% %) n(%)
42 1 1 2
BAN/BAN - (5185)  (123) - - (1.23) i (247 .
3 2 2
BAN/BEN i (3,70) ) (2,47)  (2,47) ) ) ) )
1 2 1
BANSEN (123) a7 - : : : (1,23) :
. 2 1
BAN/Atipico - (2.47) - (1.23) - - - - -
o 1
BEN/Atipico - (1.23) - - - - - - -
7 1
BEN/BEN - - - - - 8.64) - . . 123)
3
BEN/SEN - - - - - - 3.70) .
SEN/SEN - - . 1 ) i 1 6 )
(1,23) (1,23)  (7.41)

BAN — Haplétipo Bantu; BEN — Hapldtipo Benim; SEN — Hapl6tipo Senegal
PT — Portugal; AO — Angola; CV — Cabo Verde; ST — S&do Tomé; GN — Guiné; SN — Senegal

O haplétipo Bantu, em homozigotia ou em heterozigotia, foi 0 mais observado nas
criancas que tém pelo menos um progenitor de naturalidade angolana. Para alem da
populacdo angolana ser a mais representada nesta amostra, Angola é também um dos
paises integrantes da Republica Centro-Africana, area onde o grupo etnolinguistico Bantu
é predominante. Deste modo, ndo é surpreendente a relacdo entre a quantidade de
individuos de ascendéncia angolana detentores desde haplétipo. O grupo de ascendéncia
angolana exibiu ainda a maior diversidade de hapl6tipos, o que poderd dever-se a
dimensdo da populacdo angolana participante no estudo, mas também podera estar

relacionado com a migracdo dos povos africanos.

No nosso estudo foi verificada uma associacdo entre o haplétipo Benim e a
ascendéncia sdo-tomense. Foi também notada a presencga dos haplo6tipos Bantu e Benim
no grupo de progenitores sdo-tomenses. S&o Tomé é uma ilha africana que historicamente
esteve fortemente envolvida no comercio de escravos provenientes de diversos pontos de
Africa. Desta forma, S& Tomé tem um forte patriménio genético caracterizado pela sua

variedade, demonstrando a sua ligacdo com o povo Benim e o povo Bantu.
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Encontrou-se nas criangas de ascendéncia guineense a maioria dos cromossomas
com o haplétipo Senegal. Geograficamente, o territdrio guineense faz fronteira com o
Senegal, facilitando os eventos migratdrios entre a populacdo senegalesa e a populacdo

guineense, justificando-se desta forma a observacéo apresentada.

4.5.1 Estudos de associacdo dos haplotipos com a gravidade da drepanocitose
Ainda que alguns haplétipos se encontrem em minoria populacional, é possivel

investigar as consequéncias, sejam elas positivas ou negativas, destes padrdes de regides

polimorficas do agrupamento génico da p-globina. A Tabela 4.11. apresenta os resultados

da anélise dos pardmetros hematoldgicos e bioquimicos em relagdo aos haplotipos.

Tabela 4.11. Associagdo entre o fen6tipo hematoldgico e bioquimico e os diferentes gendtipos do agrupamento
génico da p-globina

Gendtipo
Variaveis Bantu/Bantu Benim/Benim Senegal/Senegal p-value
n Média £ DP n Meédia = DP n Média £ DP

Eritrocitos (x10'%/L) 46 3,13+ 0,59 8 2,81+0,30 8 3,14 £ 0,63 0,270?
Hemoglobina (g/dL) 46 7,85+0,81 8 8,15+0,81 8 8,25+1,28 0,592?
Reticulocitos (%) 45 11,43 £5,02 8 12,20 £ 4,79 8 12,04 £ 5,80 0,897%

LDH (U/L) 15 712,00+£194,98 2 799,50+ 72,83 1 500,50 -
Bilirubinatotal - ,3 5 e741850 7 369+174 7 327+243 0,463

(mg/dL)

VGM (fL) 46 76,46 £ 9,22 8 85,56 + 4,57 8 79,13 £ 10,37 0,033
HGM (pg) 46 25,68 £ 3,48 8 29,29+1,21 8 26,88 £ 3,71 0,021
Hematocrito (%) 46 23,50 £ 2,54 8 23,86 £2,13 8 24,29 £ 3,26 0,712
Leucdcitos (10%L) 46 12,23 + 4,86 8 13,35+ 4,92 8 13,04 + 3,04 0,512?
Neutrdfilos (10°L) 46 6,06 + 3,54 8 5,96 £ 2,79 8 5,39 £ 2,15 0,953?
Plaquetas (10%L) 46 393,93+116,30 8 442,48+12725 8 469,16+126,90 0,190!
HbS (%) 13 83,17 £ 6,18 5 84,96 + 8,86 2 79,95 £+ 5,59 0,4872
HbF (%) 25 9,93+4,78 7 12,3+ 10,62 5 16,62 + 8,02 0,235?

LDH - Lactato desidrogenase; VGM — Volume globular médio; HGM — Hemoglobina globular média; HbS —
Hemoglobina S; HbF — Hemoglobina fetal

IANOVA

2 Kruskal-Wallis

Significancia estatistica para p-value < 0,05

A negrito encontram-se as diferencas estatisticamente significativas entre grupos

Os gendtipos Senegal/Senegal e Bantu/Bantu demonstraram ter uma associagdo
positiva na contagem de eritrocitos, jA o geno6tipo Benim/Benim, exibe uma ligeira

diminuigéo dessa contagem.
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A homozigotia dos haplétipos Senegal e Benim, foi associada a um aumento da
hemoglobina. Quando se faz mencdo a HbF, o principal pardmetro de estudo de
associacao dos haplotipos apresentado na literatura, o gendtipo Senegal/Senegal aparenta
estar relacionado ao aumento da percentagem média desse parametro. Ja o haplotipo
Bantu/Bantu, é citado” como um dos hapldtipos que demonstra estar associado a niveis
mais baixos de HbF. Nesta populacdo pediatrica os resultados obtidos foram paralelos ao
descrito na literatura e este haplétipo mostrou-se desta forma como o menos benéfico
relativamente a concentracdo de HbF. No entanto, tanto a concentracdo de plaquetas
como a concentracdo de leucdcitos, parametros que como verificado contribuem para
ocorréncia de crises vaso-oclusivas, encontram-se reduzidos neste grupo quando
comparados com o0s restantes grupos. Os indicadores de hemolise, percentagem de
reticuldcitos, bilirrubina total e a concentracdo de LDH, apresentam valores médios que
indicam uma menor taxa de hemdlise no gendtipo Bantu/Bantu. No entanto dado a baixa
dimensdo da amostra todas estas constatagdes poderdo estar a sofrer um certo

enviesamento.

Os doentes subdivididos nos vérios grupos com diferentes hapl6tipos
apresentaram um VGM dentro dos valores normais, verificando-se uma diferenca
estatisticamente significativa entre os gen6tipos Bantu/Bantu e Benim/Benim (p = 0,033).
Quanto ao HGM, o genoétipo Bantu/Bantu demonstrou ser um desvio a regra,
apresentando uma ligeira hipocromia, ao contrario de todos os outros hapl6tipos que
apresentaram valores dentro dos pardmetros normais, detetando-se uma diferenca
estatisticamente significativa entre 0s gen6tipos Bantu/Bantu e Benim/Benim (p = 0,021).
Eventualmente estes achados podem ser consequentes a presenga de mais casos de a-

talassémia no grupo de doentes Bantu/Bantu.

Sendo o foco deste estudo a avalia¢do da influéncia dos haplotipos na mitigacéo
da gravidade da anemia drepanocitica, estabeleceu-se a gravidade da anemia com base
nos dados da DGS apresentados na Tabela 4.3. Segundo a DGS, valores de hemoglobina
inferiores a 8,0g/dL sdo classificados como anemia severa, enquadrando-se nesta
classificacdo o genoétipo Bantu/Bantu. Os genotipos Benim/Benim e Senegal/Senegal
apresentaram valores de hemoglobina superiores a 8,0g/dL e inferiores a 11,0g/dL assim,

sdo categorizados como anemia moderada.

Quando comparado os valores da hemoglobina e da HbF, a baixa concentracdo de
hemoglobina e HbF na presenca do genétipo Bantu/Bantu, levam a deducdo de que o
73



haplotipo Bantu € o que confere maior risco de gravidade relativamente a drepanocitose.

ApreciacgOes analogas sdo mencionadas na literatura para este gen6tipo’”24,

Na Tabela 4.12 é exposta a associacdo entre a homozigotia dos haplétipos Bantu,
Benim e Senegal e as variaveis clinicas. Apesar de nenhuma das variaveis apresentar
significancia estatistica, é possivel constatar que o grupo com o genétipo Bantu/Bantu
apresenta frequéncias relativas superiores na maioria das variaveis clinicas em estudo
(ictericia, litiase biliar, esplenomegalia e doenca pulmonar cronica) quando comparado
com o0s outros gendtipos. Todas as varidveis clinicas citadas sdo consequéncia de
repetidas lesdes causadas pela obstrucdo dos vasos, uma vez que a percentagem de HbF
é inferior no gendtipo Bantu/Bantu, ha mais tendéncia de formagdo de eritrocitos
falciformes, o que proporciona uma maior probabilidade de obstrucdo. O gendtipo
Benim/Benim apresentou uma frequéncia relativa superior aos outros grupos da variavel
hepatomegalia. A litiase biliar foi verificada em 40,00% dos individuos com o gendtipo
Senegal/Senegal, sendo o gen6tipo Benim/Benim aquele com menor frequéncia relativa
desta manifestacdo. Quanto as cardiopatias, 0 grupo com gendtipo Senegal/Senegal
exibiu uma menor frequéncia relativa para outras cardiopatias além dos sopros cardiacos
e neste todas as restantes variaveis clinicas demonstraram frequéncias relativas inferiores
aos demais grupos. Neste estudo os genotipos ndo mostraram influenciar as seguintes

variaveis clinicas: hipertensdo pulmonar, cardiopatia e sopros cardiacos.

Estes resultados mostram uma vez mais que o gendtipo Senegal/Senegal aparenta
ser um modificador genético que beneficia os individuos drepanociticos ja que as
frequéncias relativas apresentadas das diferentes manifestacdes clinicas mostram uma
tendéncia na reducdo dos acontecimentos. A homozigotia do haplétipo Benim mostrou
também alguma capacidade protetora para 0s seus possuidores. Dos trés gendtipos
estudados, o Bantu/Bantu é aquele que menos aparenta favorecer os individuos
drepanociticos, uma vez que apresenta frequéncias relativas da maioria das variaveis
clinicas superiores aos restantes grupos, indicando que as complicac@es clinicas surgem

mais precocemente.
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Tabela 4.12. Associacdo entre o fenotipo clinico e os diferentes gendtipos do agrupamento génico da g-globina

Bantu/Bantu Benim/Benim Senegal/Senegal
Variaveis clinicas p-value
n Sim (%) Né&o (%) n Sim (%) Nao (%) n Sim (%) Né&o (%)
Ictericia 45 35 (77,78) 10 (22,22) 8 6 (75,00) 2 (25,00) 8 5 (62,50) 3 (37,50) 0,652
Litiase biliar 32 15(46,87) 17 (53,13) 7 2 (28,57) 5 (71,43) 5 2 (40,00) 3 (60,00) 0,668
Esplenomegalia 41 8 (19,51) 33 (80,49) 8 1(12,50) 7 (87,50) 8 1 (12,50) 7 (87,50) 0,822
Hepatomegalia 42 13 (30,95) 29 (69,05) 8 3(37,50) 5 (62,50) 6 0 (0,00) 6 (100,00) 0,243
Doenga pulmonar cronica 46 2 (4,35) 44 (95,65) 8 0 (0,00) 8 (100,00) 8 0 (0,00) 8 (100,00) 0,698
Hipertensdo pulmonar 46 0 (0,00) 46 (100,00) 8 0 (0,00) 8 (100,00) 8 0 (0,00) 8 (100,00) -
Cardiopatia 46 46 (100,00) 0 (0,00) 8 8 (100,00) 0 (0,00) 8 8 (100,00) 0 (0,00) -
Sopros cardiacos 46 46 (100,00) 0 (0,00) 8  8(100,00) 0 (0,00) 8  8(100,00) 0 (0,00) -
Outra cardiopatia 33 23(69,70) 10 (30,30) 7 4 (57,14) 3 (42,86) 4 4(100,00) 0 (0,00) 0,319
Exito fatal 46 1(2,17) 45(97,83) 8 0 (0,00) 8 (100,00) 8 0 (0,00) 8 (100,00) 0,838

Teste 2

Significancia estatistica para p-value < 0,05
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A presenga da variante T do polimorfismo rs7482144 C>T é exclusivo dos
haplétipos Arabe-Indiano e Senegal. Nesta populagdo de criancas de ascendéncia africana
ndo foi verificado o hapldtipo Arabe-Indiano. No entanto, os oito individuos com
homozigotia para o haplétipo Senegal revelaram um aumento medio da concentracéo de
HbF, o que poderé estar correlacionado com a presenca da referida variante.

A homozigotia para o haplotipo Senegal aponta para niveis de HbF, bem como a
contagem de eritrocitos e niveis de hemoglobina, sugestivos de uma vantagem protetora
dos efeitos mais graves da drepanocitose. Em contraste, a homozigotia para o haplétipo
Bantu aparenta desfavorecer os seus detentores, ja que os niveis de hemoglobina estdo
enquadrados numa anemia severa e apresenta a menor concentracdo de HbF em

comparagao com os outros haplotipos.

A homozigotia para o haplétipo Senegal demonstra estar correlacionada com
fatores vantajosos para a anemia drepanocitica, ndo sé pela associacdo com 0 aumento da
HbF, mas também pelo aumento dos niveis de hemoglobina bem como da contagem de

eritrécitos.

4.6 Polimorfismo no gene CYB5R3 - rs1800457 (C>G)

Para a caracterizacdo do polimorfismo rs1800457 C>G nas nossas amostras de DNA
procedeu-se a amplificacdo, por PCR, do exao 5 do gene CYB5R3, tal como descrito na
seccdo de Materiais e métodos. O sucesso da amplificacdo foi confirmado pela
visualizacdo de um fragmento de 500 pb. A confirmacdo da amplificacdo foi realizada
em gel de agarose apos eletroforese, como pode ser verificado, para algumas amostras,

na Figura 4.11.
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Amplificacdo do exdo 5 do gene CYB5R3

M
(100pb)

1 2 3 4 5 6 % 8 9 10 11

500 pb

100

Figura 4.11. Visualizacdo em gel de agarose dos produtos da amplificacdo do exdo 5 do gene CYB5R3 de
algumas amostras. A revelagdo do gel de agarose 2% (p/v) permite a confirmagdo da amplificacdo do exdo 5 do
gene CYB5R3 para posterior sequenciagao de Sanger. Na primeira posi¢éo encontra-se o marcador de peso molecular

de 100 bp (M); da 2% & 102 posi¢do € possivel visualizar o fragmento de tamanho esperado; na 112 posi¢do encontra-
se o controlo negativo do PCR (-).

Apds a amplificacdo, as amostras foram purificadas e procedeu-se a sua sequenciagdo
pelo método de Sanger, tal como descrito na sec¢do de materiais e métodos. A leitura das

sequéncias das amostras foi realizada com recurso ao software FinchTV v1.4.0 (Geospiza
Inc.).

Pela sequenciacdo de Sanger obteve-se um dos trés resultados possiveis que podem
ser visualizados nos eletroferogramas apresentados na Figura 4.12. Os resultados

observados variaram entre homozigotia para o alelo C, heterozigotia dos alelos C/G e
homozigotia para o alelo G.

A. _ B. G:

GGACACCCATITC GGACANCCATC GGACAGCCATC!

260 270 260 270

Figura 4.12. Eletroferograma dos possiveis resultados da sequenciacdo de Sanger para a caracterizacdo do
polimorfismo rs1800457 no exdo 5 do gene CYB5R3. (A) A seta indica a leitura da homozigotia C/C. (B) A seta

indica a sobreposicéo da leitura dos dois nucleétidos C e G, apontando para heterozigotia. (C) A seta indica a leitura
da homozigotia G/G.
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A Figura 4.13 apresenta os resultados obtidos correspondentes ao numero de
individuos em funcdo dos diferentes gendtipos. A homozigotia para o alelo C foi
verificada em 31 criangas, que corresponde a 38,27% das 81 criangas em estudo. A
heterozigotia para os alelos C/G foi observada em 43 criancas, 0 que corresponde a
53,09% da amostra. A homozigotia para o alelo G foi constatada em sete criangas, 8,64%
do universo populacional do presente estudo. Observando-se a frequéncia alélica,
constatamos que o alelo C na amostra populacional em estudo corresponde a 64,8%,

sendo os restantes 35,2% contabilizados referentes ao alelo G.

Frequéncia dos gendtipos do polimorfismo rs1800457

50 53,09%
45 n=43
40 38,27%
8 35 n=31
3
S 30
2 25
220
= 15 8,64%
10 n=7
5
0
C/C CIG G/IG
Genotipo

Figura 4.13. Frequéncia dos genotipos do polimorfismo rs1800457 no gene CYB5R3. Verifica-se 31 (38,27%)
criangas homozigéticas para o alelo C, 43 (53,09%) criangas heterozigéticas e sete (8,64%) criancas homozigéticas
para o alelo G.

Quanto a proporcdo dos trés diferentes genétipos deste polimorfismo, a nossa
populacdo em estudo ndo demonstrou desvios significativos, pelo que aparenta estar em

equilibrio de HW, com 95% de significancia ¥ @, n=s1) = 2,18; p = 0,14.

Confrontando os nossos resultados com a frequéncia alélica da populacgdo africana
descrita no “1000 genomes project”, que é de 66% para 0 alelo C e de 34% para o alelo
G, verifica-se que a populacdo em estudo segue um comportamento alélico muito
semelhante. Afunilando-se a comparagdo com o “1000 genomes project”, dentro dos
grupos populacionais africanos, averiguou-se a frequéncia alélica no grupo étnico-
linguistico “Yoruba”, grupo este que por ser nigeriano, € o mais semelhante com o

apresentado no corrente estudo. A populagdo Yoruba apresentou 61% do alelo C e 39%
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do alelo G. De realcar que as popula¢Ges ndo africanas (por exemplo a europeia e a
asiatica), sdo nesse projeto apresentadas com zero frequéncia do alelo variante G, pelo
que foi levantada a hipotese de ter havido/haver na populacdo africana uma selecéo

positiva que tem sido benéfica para o aumento do alelo variante nesta populacao.

O polimorfismo rs1800457 no gene CYB5R3 localizado no cromossoma 22, causa
uma alteracdo do aminoacido Treonina para Serina. Apesar de ambos 0s aminacidos
serem polares e muito semelhantes a nivel estrutural, sendo uma variante missense houve
necessidade de se clarificar o impacto dessa variante na estrutura da proteina. Desta
forma, foi realizada uma anélise in silico através do software PolyPhen-2. Esta anélise
permite prever a gravidade da alteracdo de um aminoécido numa proteina atribuindo um
score de 0,00 a 1,00, consoante o grau de patogenicidade: sendo 0,00 um baixo risco de
patogenicidade e 1,00 um elevado risco de patogenicidade. Para esta alteracdo, o
PolyPhen-2 atribuiu um score de gravidade de 0,005 (Figura 4.14) prevendo a variante
como uma alterag&o benigna. De modo a consolidar o estudo in silico acima descrito,
recorreu-se a base de dados ClinVar. A informacéo disposta nessa base de dados avalia
também a alteracdo como benigna sem demonstracdes de conflitos relativamente a

possibilidade de patogenicidade.

This mutation is predicted to be  BENIGN  with a score of 0.005 (sensitivity: 0.97; specificity: 0.74)

0.00 0.20 8.40 0.60

This mutation is predicted to be  BENIGN with a score of 0.081 (sensitivity: 0.92; specificity: 0.67)

9.88 8.26 8.48 .60

Figura 4.14. Resultado da previsdo do software PolyPhen-2 para a variante rs1800457 ao nivel da proteina
CYB5R3.

4.6.1 Estudos de associacdo do polimorfismo rs1800457 com a gravidade dos
fendtipos hematologicos e bioquimicos

Analisou-se 0 possivel papel modelador do SNP rs1800457 C>G quanto aos
parametros hematoldgicos e quanto aos indicadores de hemdlise dos doentes

drepanociticos. A analise foi realizada com base numa comparagéo seguindo o modelo
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dominante, sendo a populacéo dividida em dois grupos; detentores do genétipo CC (wild
type) e detentores dos gendtipos que contém a variante (CG e GG). Os resultados obtidos
encontram-se descritos na Tabela 4.13.

Tabela 4.13. Associacao entre o fen6tipo hematoldgico e hemolitico e 0 SNP rs1800457 do gene CYB5R3

CC CG+GG

Variaveis n Média  DP n MédiazDp P value
Eritrocitos (x10%?/L) 30 3,08 +0,49 50 3,02 +0,56 0,3782
Hemoglobina (g/dL) 31 8,09 +1,03 50 7,90 +0,82 0,4692

Reticuldcitos (%) 30 12,46 £5,34 49 12,30 £5,60 0,8482
Hematocrito (%) 30 24,03 £2,74 50 23,53+2,45 0,4041
Leucoécitos (10%/L) 30 12,86 + 3,80 50 12,77 £+ 4,67 0,626
Neutrofilos (10%/L) 30 5,90 +3,05 50 6,14 + 3,07 0,8582
Plaquetas (10%L) 30 415,26 + 108,00 50 421,43+126,14 0,824
LDH (U/L) 11 729,37 + 273,89 15 742,87 £200,26 0,886
Bilirrubina total (mg/dL) 29 2,84 +1,63 45 3,12 +1,57 0,409?
HbS (%0) 8 82,14 + 8,22 17 81,87 +7,00 0,932!

HbF (%) 17 12,49 +7,92 29 11,35 + 6,63 0,6412

LDH — Lactato desidrogenase; HbS — Hemoglobina S; HbF — Hemoglobina fetal
1Teste-t

2 Mann-Whitney

Significancia estatistica para p-value < 0,05

Os dois grupos, sem e com a variante, apresentam valores relativamente
semelhantes quando analisada a contagem de eritrocitos e a concentracdo de

hemoglobina.

O leucograma demonstrou que a contagem de neutréfilos em ambos os grupos
encontra-se dentro dos valores normais tabelados pela DGS, e ndo ha diferenca
significativa entre eles. Da contagem de leuc6citos constata-se que 0s dois grupos tém
uma contagem acima dos valores normais, e a ligeira diferenca entre eles nao €
significativa. O grupo wild type demonstra uma contagem plaquetaria ligeiramente

inferior a do grupo que possui o alelo G.

Os parametros hemoliticos como LDH e bilirrubina total do grupo wild type
exibem uma concentracdo ligeiramente inferior em comparagdo com os detentores do
alelo G. Pelo contrario, relativamente a contagem de reticuldcitos, esta contagem foi

ligeiramente superior no grupo wild type.
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O grupo homozigo6tico para o alelo C (wild type) revelou um aumento de 1,14%
no nivel de HbF em comparagao com grupo de criangas homozigoticas ou heterozigoticas
para o alelo G e um aumento de 0,27% de HbS.

Em conclusdo, com base no valor médio de hemoglobina, as criangas do grupo
wild type (CC) manifestam anemia moderada, j& o valor médio do grupo das criancas
homozigdticas ou heterozigoticas para o alelo G indica que estas apresentam anemia
severa. Os dados bioquimicos, nomeadamente referentes a LDH e a bilirrubina total,
parecem indicar também que no grupo wild type a taxa de hemolise € inferior a do grupo
detentor do alelo G, o que podera estar relacionado com o facto da percentagem de HbF

ser superior no grupo wild type, prevenindo a lise dos eritrécitos.

Perante a alteracdo rs1800457 C>G, os resultados observados ndo suportam a
hipotese de que haja uma associagdo benéfica em relacdo a anemia drepanocitica e ndo
corroboram os resultados obtidos no estudo efetuado por Gordeuk, V. R. et al.’®. Estes
autores sugerem que a protecao da alteracao esteja relacionada com a anemia grave onde
existe um aumento do stresse oxidativo. Os autores definiram anemia grave quando a
hemoglobina é inferior a 5 g/dL ou o hematdcrito inferior a 15%. Para a andlise da
suposicao desta alteracdo dentro da perspetiva dos autores, selecionou-se um grupo de
criancas com hemoglobina < 8 g/dL, uma vez que dentro desta popula¢do nenhuma das
criancas apresenta hemoglobina inferior a 5g/dL e, segundo a OMS o patamar para que
se considere anemia grave, sao valores de hemoglobina < 8 g/dL. No total das 81 criancgas
da populacdo, 43 registaram hemoglobina < 8 g/dL, sendo 16 criangas com o gendtipo
CC, trés com o gendtipo GG e 24 com o gendtipo CG. Voltou-se a realizar o estudo de
associacdo genotipo / fendtipo hematologico e bioquimico, mas apenas para as referidas

43 criangas com anemia severa (Tabela 4.14).
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Tabela 4.14. Associagdo entre o fendtipo hematoldgico e hemolitico das criangas com anemia severa e o SNP
rs1800457 do gene CYB5R3

Variaveis cC CG+GG P-value
n Média + DP n Média + DP
Eritrocitos (x10%%/L) 16 2,94 +0,49 27 2,75+0,35 0,1982

Hemoglobina (g/dL) 16  7,36+049 27  7,30+0,39  0,5362

Reticuldcitos (%) 16 13,61+523 27 13,88+5,42 0,877*
Hematdcrito (%) 16 2198=+1,73 27 21,93+1,68 0,927*
LDH (U/L) 4 52225+5659 8 86550+102,06 0,007}
Bilirrubina total (mg/dL) 16 2,56 £1,10 25 3,08 +£1,49 0,2352
HbS (%0) 5 8646+506 8 82,53 +7,06 0,380!

HbF (%0) 10 9,14+411 19 10,17 +5,03 0,713t

LDH - Lactato desidrogenase; HbS — Hemoglobina S; HbF — Hemoglobina fetal
Teste-t

2 Mann-Whitney

Significancia estatistica para p-value < 0,05

Os valores médios dos parametros hematoldgicos, contagem de eritrdcitos,
concentracdo de hemoglobina e hematocrito do grupo wild type sdo ligeiramente
superiores aos valores médios dos mesmos parametros no grupo com o alelo G. Fazendo-
se referéncia aos indicadores de hemolise (percentagem de reticulécitos, concentracao de
LDH e bilirrubina total), o grupo wild type revelou uma menor taxa de hemolise em
comparag¢do com o grupo com o alelo G. Neste ambito, foi detetada uma diferenca

estatisticamente significativa no que se refere a LDH (p = 0,007).

O grupo wild type apresentou, no entanto, uma percentagem média de HbF inferior
a percentagem do grupo com o alelo G; como consequéncia, verifica-se um aumento de
HDbS no grupo wild type em comparagdo com o grupo do alelo G. Em concluséo, este tipo
de analise continua a mostrar-nos que a variante em causa nao tem um efeito benéfico
sobre as manifestagdes hematoldgicas e bioquimicas da drepanocitose. Pelo contrario, a
presenca da referida variante genética encontra-se associada a uma maior taxa de

hemolise.

Assim como a prevaléncia da malaria possivelmente instigou a perpetuacdo da
mutacdo drepanocitica através de uma pressdo seletiva, a prevaléncia da alteracdo
CYB5R3%30C>C em zonas de alta prevaléncia da drepanocitose e simultaneamente zonas
endémicas de malaria, levou a que tenha sido levantada a hipotese de que a alteracédo
pudesse estar associada a um fator benéfico da drepanocitose. Contudo 0s Nnossos
resultados ndo validaram esta hipotese. Pelo contrario, quando confrontando os achados

hematoldgicos e bioquimicos do grupo de criancas wild type, com o grupo de criangas
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que apresentam a alteracdo em homozigotia ou em heterozigotia, este Gltimo grupo

apresenta desvantagens fisiol6gicas como anemia severa e aumento da taxa de hemdlise.

O gene CYB5R3 codifica para a enzima que é responsavel pela conversdo da
MetHb em hemoglobina e, ainda que a alteragdo ¢.350C>G ndo tenha um significado
funcional relatado até ao momento, a alteracdo missense podera diminuir a atividade da
enzima CYB5R3. Observou-se na analise in silico que a alteracdo indica ser benigna,
contudo, apesar do baixo risco de patogenicidade com um score atribuido de 0,005,

podera este valor revelar essa ligeira diminuicdo da atividade.

Ainda assim, a fim de uma avaliacdo mais critica, considerou-se que perante
condicdes de anemia extrema, a alteracdo poderia manifestar-se positivamente. Esta
observacdo conduziu a analise dos parametros hematoldgico e dos fatores hemoliticos nas
criancas do estudo que apresentam valores de hemoglobina correspondentes a anemia
severa. Desta analise foi verificado que os parametros hematolégicos pouco
diferenciaram entre o grupo possuidor do alelo C em homozigotia e do grupo detentor do
alelo G em homozigotia ou heterozigotia. Contudo, verifica-se uma diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos quando se trata dos parametros hemoliticos,
nomeadamente no nivel de LDH. Esta Gltima observacao podera transparecer a ocorréncia
de uma elevada lise eritrocitaria no grupo detentor do alelo G em homozigotia ou
heterozigotia, grupo este onde se verifica os indicadores hemoliticos elevados. No mesmo
grupo, verificou-se ainda uma percentagem de HbF superior a do grupo contraposto.
Apesar da HbF circunstancialmente ser um modificador genético que proporciona o efeito
antifalciformizante, foi descrito anteriormente que a sua interpretacdo deve ser
considerada com prudéncia, uma vez que devido a elevada taxa de hemdlise o stresse

eritropoiético estimula a sintese de HbF o que podera justificar a elevacdo da HbF neste
grupo.

Contrariamente aos resultados obtidos no presente estudo, Gordeuk, V. R. et al.”
associaram o polimorfismo CYB5R3%35%C > G 3 reducdo da hemdlise em pacientes com
doenca falciforme e em pacientes com maléria, onde foi verificado também aumentos
progressivos da concentragdo da hemoglobina nos heterozig6ticos e nos homozigoticos.
No referido artigo, o estudo da alteracdo foi realizado em andlise simultdnea com a
deficiéncia em glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), por meio da andlise de dois
grupos, wild type + heterozigoticos vs. homozigoticos para a alteragdo G6PD. A
interferéncia da heterozigotia da deficiéncia G6PD podera induzir a discrepancia entre 0s

83



resultados dos autores e 0s obtidos no presente estudo. Para além disso, no mesmo artigo
foi observada uma reducéo da atividade da enzima CYB5R3 em funcdo da quantidade de
alelos G existentes, indicando uma maior atividade desta enzima no grupo wild type.

E ainda importante realcar que alguns estudos realizados por knockdown da
proteina CYB5R3 em modelos de ratinhos com doenca falciforme mostraram que a
diminuicdo da sua funcdo enzimatica pode vir a acelerar o aparecimento de doencas
cardiopulmonares graves, como € o caso da hipertensdo pulmonar*?®. Segundo Durgin et
al.'?®, a variante rs1800457 do CYB5R3 diminuiu a sua funcio devido a substituicdo de
um aminoécido, pelo que, sugerem que o polimorfismo CYB5R3%3%°C > G possa servir de
biomarcador para identificar doentes drepanociticos com predisposi¢do para doenca

cardiopulmonar mais grave?>12,

Tal como nos estudos anteriores, neste estudo as variaveis clinicas foram também
alvo de estudo (Tabela 4.15).

Tabela 4.15. Associacdo entre o fenétipo clinico e o polimorfismo rs1800457 C>G

CC CG+GG
Variaveis clinicas p-value
n Sim (%) N&o (%) n Sim (%) Nao (%)

Ictericia 29 22(7586) 7(2414) 50  38(76,00) 12 (2400) 0,989
Litiase biliar 24 10(41,67) 14(5833) 35 16(4571) 19(5429) 0,758
Esplenomegalia 29 5(17,24) 24(82,76) 46  6(13,04)  40(86,96) 0,617
Hepatomegalia 28 6(2143) 22(7857) 46  18(39,13) 28(60,87) 0,115

Doenga pulmonar
cronica

30 1(3,33) 29 (96,67) 50 1(2,00) 49 (98,00) 0,712
Hipertensdo pulmonar 29 0 (0,00) 29 (100,00) 50 0 (0,00) 50 (100,00) -
Cardiopatia 31 31(100,00) 0 (0,00) 50 50 (100,00) 0 (0,00) -
Sopros cardiacos 31 31(100,00) 0 (0,00) 50 50 (100,00) 0 (0,00) -

Outra cardiopatia 21 13(61,90) 8 (38,10) 38 29 (76,32) 9 (23,68) 0,242

Exito fatal 31 0(0,00) 31(100,00) 50  1(200)  49(98,00) 0,428

Teste 2
Significancia estatistica para p-value < 0,05

Através dos resultados apresentados na Tabela 4.15 é possivel verificar uma

tendéncia de comorbilidades associadas a drepanocitose, como € o caso da ictericia, litiase
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biliar, hepatomegalia e outras cardiopatias, superior no grupo detentor do alelo G que no
grupo wild type. Estes resultados uma vez mais poderdo indicar um efeito prejudicial

daquela alteragéo.

Ainda assim ndo se descarta a hipdtese de que essa alteracdo possa ser benéfica
na anemia malérica, uma vez que a sua prevaléncia coincide com as zonas onde também
a malaria é prevalente. Um outro fator a ser considerado é a capacidade amostra
populacional em andlise nao representar a realidade do comportamento da alteracdo em

consequéncia de um baixo nimero da amostra.

Em conclusdo, a oposicdo entre os resultados que obtivemos e o reportado na
literatura suscita a davida do efeito benéfico, no ambito da drepanocitose, da co-heranca
do alelo G na posicao ¢.350 no gene CYB5R3. Contudo ha que referir que tanto quanto
sabemos, hd um Gnico artigo publicado que efetuou estudos populacionais de averiguagao
sobre a relacdo entre este polimorfismo e as manifestacfes da drepanocitose, ou seja o
estudo de Gordeuk, V. R. et al.”®. Este facto salienta a necessidade de mais estudos serem
realizados neste dmbito. Sendo esta uma variante com uma alta frequéncia alélica na
populagdo africana, populacdo esta com grande prevaléncia de drepanocitose e de
maldria, é de extrema importancia que se venha a compreender o significado desta

alteracdo.

4.7 Influéncia da hemoglobina fetal na gravidade da drepanocitose

Nos estudos que envolveram a HbF foram excluidas todas a criancas que beneficiam
da terapéutica HU de modo a ndo interferir com os resultados da analise, sendo assim,

neste topico serdo apresentadas 46 criancas.

Estipulou-se um patamar minimo de 10% de HbF para o qual, segundo Nicolau et
al.*?” a percentagem de HbF comeca a dar indicios de eficacia para a diminuicdo da
gravidade da anemia drepanocitica. Assim, para a realizacdo do estudo, foram elaborados
2 grupos: HbF > 10% (HbF=10) e HbF < 10% (HbF<1o).

Como previamente citado, a HbF proporciona um efeito antifalciformizante,
refreando a polimerizagdo da HbS desoxigenada. Por meio desse mecanismo, outros
acontecimentos interligados podem favorecer os pacientes com drepanocitose e com

niveis elevados de HbF. Nesse ambito, foram confrontados as médias dos parametros
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hematoldgicos e hemoliticos das criancas drepanociticas com HbF<1o versus aquelas com

HbFs19. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 4.16.

Tabela 4.16. Associacao entre o fen6tipo hematoldgico e hemolitico e os niveis de HbF

. HbF<10 HbFs10

Variaveis p-value

n Média + DP n Média + DP
Eritrocitos (x10%%/L) 22 3,01 +0,44 24 3,19 +0,62 0,300?
Hemoglobina (g/dL) 22 7,76 £ 0,75 24 8,23+0,91 0,0682
Reticuldcitos (%0) 22 12,35+ 4,63 24 9,96 + 5,09 0,0172
LDH (U/L) 18 808,92 + 162,86 7 688,79 + 160,25 0,125?
Bilirrubina total (mg/dL) 20 2,74 +1,33 21 2,63+1,55 0,5312
Hematdcrito (%0) 22 23,30+ 1,88 24 24,32 +2,41 0,118!
Leucdcitos (10%L) 22 14,02 + 4,27 24 12,44 + 3,80 0,1911
Neutroéfilos (10%/L) 22 6,00 + 3,00 24 6,01 + 3,57 0,9962
Plaguetas (10%L) 22 449,90 + 105,17 24 393,20 + 111,16 0,083t
HbF (%) 22 6,39 + 2,04 24 16,70 + 6,40 <0,0012
HbS (%) 11 86,06 + 6,48 14 78,73 + 6,24 0,006!

LDH - Lactato desidrogenase; HbS — Hemoglobina S; HbF — Hemoglobina fetal
1Teste-t

2 Mann-Whitney

Significancia estatistica para p-value < 0,05

Na populacdo em estudo, o grupo de criancas com a HbF-1o demonstrou um ligeiro
aumento da quantidade de eritrocitos e consequentemente elevou os valores do
hematocrito. No mesmo grupo, verificou-se também que os niveis de hemoglobina

sofrem um aumento quando comparado com os niveis do grupo HbF<io.

A fim de se avaliar mais detalhadamente a influencia da HbF na anemia hemolitica
associada a drepanocitose, analisou-se as possiveis diferencas nos indicadores
bioguimicos da taxa de hemdlise entre os dois grupos: o grupo com HbF=io manifestou
niveis de LDH e contagem de reticuldcitos inferiores, indicando uma menor taxa de
hemolise. A contagem de reticulécitos € um dos parametros de hemdlise que apresenta
uma diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos (p = 0,017). Os valores
de hemoglobina indicam que o grupo com HbF<1o apresenta anemia severa, ao contrario
do grupo com HbF=1o que apresentam anemia moderada. Assim, podemos concluir que a
HbF elevada (>10%) encontra-se associada a uma melhoria na anemia e no grau de

hemolise nestas criangas drepanociticas.

A contagem dos leucdcitos, neutrdfilos e plaquetas em individuos com

drepanocitose foi também analisada e confrontada com o nivel de HbF, uma vez que é
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sabido que estes fatores podem influenciar o desenvolvimento da vaso-oclusdo e a
gravidade da drepanocitose. A contagem de neutréfilos, em ambos 0s grupos
mencionados, encontra-se dentro dos valores de referéncia, segundo os dados fornecidos
pela DGS'®, Quando analisada a contagem de leucdcitos, verificamos que o valor é
superior aos valores de referéncia em ambos 0s grupos, mas ainda assim, podemos
constatar que o grupo com HbFsio apresenta valores mais reduzidos quanto a este
parametro. O grupo com HbF<10 demonstra uma contagem de plaquetas acima dos valores
de referéncia, ao contrario do grupo com HbFs1o. Assim, ao ser observada uma melhoria
na generalidade destes parametros nas criancas do grupo HbF=;o podemos levantar a
hipGtese de que este grupo registe uma menor quantidade de crises vaso-oclusivas. Este

parametro clinico ndo foi, no entanto, avaliado.

No panorama geral, o nivel de HbF=1o podera indiciar um fen6tipo hematolégico
e bioquimico mais moderado para esses pacientes. A polimerizacdo da HbS tem como
consequéncia a alteracao da estrutura dos eritrécitos para a forma de foice, alongando-os,
e tornando-os rigidos e sem flexibilidade. Esta particularidade estimula a destruicdo
destas células do sangue. Por a HbF ser uma proteina que ndo participa na polimerizacéo,
uma elevada quantidade intracelular traduz-se numa maior flexibilidade dos eritrdcitos
falciformes. A analise no grupo de criangas com HbFx1o demonstra uma diminuigdo dos
paramentos hemoliticos que aparenta estar relacionada com a condicdo da HPFH. Além
disso, a diminuicdo da hemdlise pode também manifestar-se com o aumento da contagem

de eritrdcitos, uma vez que a destruicao desses fica reduzida.

A leucocitose é verificada em ambos os grupos, devido ao ambiente proé-
inflamatdrio causado pelas préprias caracteristicas da drepanocitose. O grupo da HbF- o
demonstra uma contagem mais reduzida de leucécitos o que, possivelmente, estara
relacionado com o menor nimero de episodios de crises vaso-oclusivas, e provavelmente
estas de intensidade mais ligeira, devido a maior flexibilidade dos eritrécitos, como
reportado no paragrafo anterior. Consequentemente, a intensidade dos processos

inflamatorios diminui e por sua vez, hd um decréscimo da contagem de leucocitos.

Na drepanocitose, devido a elevada lise celular, a biodisponibilidade do NO
encontra-se reduzida, favorecendo a diminuicdo do nimero de plaquetas e a trombocitose.
Neste estudo, foi verificado que as criancas pertencentes ao grupo da HbF<io tém um

aumento da contagem de plaquetas. Esse mesmo grupo exibe também uma taxa de
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hemolise superior, 0 que podera indicar que o processo de biodisponibilidade de NO seja

em parte responsavel por esse aumento plaquetario.

O efeito da HbF foi também analisado quanto as complicaces clinicas da doenca.

Os resultados encontram-se apresentados na Tabela 4.17.

Tabela 4.17. Associacdo entre o fenétipo clinico e os niveis de HbF

HbF<10 HbFs10
Variaveis clinicas p-value
n Sim (%) Nao (%) n Sim (%) N&o (%)
Ictericia 22 14 (63,64) 8 (36,36) 23 15(65,22) 8 (34,78) 0,912
Litfase biliar 17 7(41,18) 10(58,82) 13  6(46,15) 7 (53,85) 0,785

Esplenomegalia 22 3(13,64) 19(86,36) 21 5(23,81) 16 (76,19) 0,391

Hepatomegalia 21 5(381) 16(7619) 21  4(19,05)  17(80,95) 0,707

Doenga pulmonar
cronica

Hipertensdo pulmonar 22 0 (0,00) 22 (100,00) 23 0 (0,00) 23 (100,00) -

22 0(0,00)  22(100,00) 23  0(0,00) 23 (100,00) -

Cardiopatia 22 22(100,000 0(0,00) 24 24(100,00) 0 (0,00) -
Sopros cardiacos 22 22(100,00) 0 (0,00) 24 24 (100,00) 0 (0,00) -
Outracardiopatia 19 11 (57,89)  8(42,11) 14 10(71,43)  4(28,57) 0,424

Exito fatal 22 0(0,000 22(100,000 24  0(0,00) 24 (100,00) -

Teste ¥
Significancia estatistica para p-value < 0,05

No grupo HbF<io a ictericia foi verificada em 63,60% das criancas enquanto que
este sintoma foi verificado em 65,22% das criancas pertencentes ao grupo HbFso. A
ocorréncia de litiase biliar foi reportada em 41,18% das criancas do grupo HbF<io € em
46,15% do grupo HbF=1o. O grupo HbF<1 apresentou menor quantidade de individuos
com esplenomegalia em comparagdo com o grupo HbFxio, respetivamente, 13,60% e
23,81%. Ja os casos de hepatomegalia foram observados em 23,81% das criangas
pertencentes ao grupo HbF<i0e em 19,05% das criangas com HbF>o. Os casos de outras
cardiopatias que ndo sopros cardiacos, manifestou-se em 57,89% das criangas integrantes

do grupo HbF<10e em 71,43% das criangas com HbFx1o.

Apesar do grupo HbFsjo demonstrar valores hematologicos e bioquimicos

sugestivos de um progresso benéfico das complicagbes associadas a drepanocitose, no
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presente estudo de evolucgdo clinica ndo se verificou uma associacdo a esse nivel. De
facto, niveis elevados de HbF ndo é sinbnimo de auséncia de manifestagdes clinicas da
drepanocitose e, apesar de amenizar o curso hematoldgico, fatores como anemia,
destruicdo prematura de eritrocitos e falciformizagdo continuam presentes nessa patologia
levando aos danos nos diversos orgdos. Além disso, podera existir uma relacao entre
heterogeneidade da HbF de eritrdcito para eritrécito, pelo que ainda que a concentragdo
total de HbF seja elevada, a percentagem de HbF pode variar de célula para célula sendo
que os eritrocitos com menor concentracdo de HbF tém maior similaridade com os
eritrocitos falciformes podendo contribuir de igual forma para os danos nos 6rgdos. E
também importante realcar que o processo de indugdo de HbF pode ser instigado pela

propria gravidade da drepanocitose.

E de notar que a HU é uma das terapéuticas utilizadas para elevar os valores da
HbF. Ainda que ndo esteja dentro do ambito deste trabalho, observar a agéo da terapéutica
pode permite retirar conclusdes acerca dos efeitos da HbF e no capitulo Introducéo foi
referido que a HU néo € solucdo para erradicar a drepanocitose e 0s danos que acarreta,
sustentando-se os resultados obtidos no presente estudo. Contudo, tendo sido a HU
aprovada apenas em 1998 para adultos e sendo a drepanocitose uma doenca progressiva
que na idade adulta jA& manifesta deterioragdes em varios 6rgdos, a compreensao
relativamente a acdo da HbF induzida pela HU podera ser prematura. Uma melhor

compreensdo pode surgir por meio da recente aprovacao desta terapéutica em criancas.
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5 Conclusdes e perspetivas futuras

A drepanocitose € uma hemoglobinopatia causada por uma mutacdo missense que
consequentemente altera a estrutura da B-globina, constituinte da hemoglobina, dando
origem a HbS. Embora seja uma doengca monogénica apresenta-se como uma doenca
multissistémica, de elevada morbilidade e mortalidade, sobretudo no continente Africano,
de onde é originéria. A drepanocitose é fenotipicamente heterogénea, e neste sentido,
conhecer os modeladores genéticos que alteram a progressdao da doenca ajudard a
compreender a sua fisiopatologia. Estes conhecimentos poderdo eventualmente ser
usados para adaptar a terapéutica de forma personalizada, aumentando a esperanga média
de vida e oferecendo uma melhor qualidade de vida a estes doentes.

O presente estudo teve como finalidade avaliar regides polimorficas nos genes HBA,
HBG2 e CYB5R3, assim como regibes polimorficas no agrupamento génico da p-globina,
e investigar os seus efeitos na alteracdo dos fendtipos hematolégico, bioquimico e clinico
em criancas com drepanocitose. Avaliou-se, ainda, a influéncia do nivel de HbF na

modulacdo dos mesmos fendtipos nesta patologia.

Para este fim, caracterizou-se genotipicamente 81 criancas diagnosticadas com
drepanocitose e com idades compreendidas entre 0s 3 e 0s 17 anos, que foram avaliadas
do ponto de vista clinico, hematoldgico e bioquimico em consultas da especialidade em
hospitais na regido de Lisboa.

A caracterizacdo demografica desta populacdo mostrou que a grande maioria das
criancas em estudo séo filhos de imigrantes de origem africana. Maioritariamente tém
ascendéncia angolana, mostrando que a migracdo tem dispersado a patologia para além

da sua area geografica de origem (continente africano).

Através da genotipagem dos genes HBA verificou-se uma elevada frequéncia da
delecdo -o>’kb, causadora de o-talassémia. Das 81 criancas em estudo, 30 (37,04%)
apresentaram a referida delecdo em heterozigotia e cinco (6,17%) em homozigotia. Esta
elevada prevaléncia de o-talassémia é explicada pela ascendéncia africana que estas

criancas tém.

Os estudos de associagdo gendtipo/fendtipos referentes a delecdo -a’kb
demonstraram que as criancas que sdo detetoras da delecdo em homozigotia ou em

heterozigotia manifestam alteracGes vantajosas a nivel hematoldgico e bioquimico, uma
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vez que se verificou um aumento da contagem de eritrocitos e uma reducdo da taxa
hemolitica, com consequente diminuicdo da gravidade da anemia. Ainda assim, a co-

heranca ndo demonstrou ser impeditiva do surgimento das complicages clinicas.

Foi caracterizado o polimorfismo rs7482144 (C>T) localizado no promotor do gene
HBG2. O alelo T apresentou uma frequéncia de 15% na populagdo em estudo. Os estudos
de associacdo gendtipo/fenotipos realizados para este SNP mostraram que 0 grupo de
individuos que possuem o alelo variante T beneficiam de niveis de HbF mais elevados
quando confrontado com o grupo wild type para este SNP. Verificou-se também uma
diminuicdo dos parametros hemoliticos bem como da concentragdo de HbS no grupo com
0 gendtipo T, indicando deste modo uma reducéo da lise celular. Consequentemente, foi
observada reducdo da anemia comprovado pelo aumento da concentracdo da
hemoglobina. A presenca do alelo T aparenta ainda estar associada a uma menor

frequéncia relativa das complicacdes clinicas, com exce¢do das cardiopatias.

No estudo dos haplotipos do agrupamento génico da B-globina, foram identificados
quatro tipos de haplétipos: Bantu, Benim. Senegal e Atipico. Em termos genotipicos, 0s
hapldtipos foram observados em oito combinagdes distintas. Destas, 56,79% da amostra
apresentaram o genotipo Bantu/Bantu, 9,88% Senegal/Senegal e 9,88% Benim/Benim. O
haplotipo Bantu foi maioritariamente detetado nas criangas com origem angolana ou em

criangas cujos progenitores tém essa origem geografica.

Os estudos de associacdo dos haplétipos com a gravidade da drepanocitose sugerem
que a presenca do gendtipo Bantu/Bantu desfavorece os seus detentores, uma vez que
estes apresentam uma baixa concentragdo de HbF e uma concentracdo de hemoglobina
inferior a 8,0 g/dL, classificando assim estes individuos como tendo anemia severa. No
entanto, parametros como a concentracao de plaquetas e a concentracdo de leucécitos em
individuos com o gendtipo Bantu/Bantu, apresentaram tendencialmente uma reducao
quando comparados com os demais grupos, sendo esta situacdo teoricamente vantajosa

pela eventual diminuicdo das crises vaso-oclusivas.

O genotipo Senegal/Senegal mostrou estar associado a niveis mais elevados de HbF.
O facto deste haplotipo ser caracterizado por conter o polimorfismo rs7482144 alelo T,
sugere que pode esta alteracao estar na base do aumento da HbF. Observou-se que a méedia
da concentracdo de hemoglobina das criancas detetoras do genétipo Senegal/Senegal é de

8,25 + 1,28 g/dL, sendo o valor minimo de 8,0 g/dL, caracterizando-se assim como
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anemia moderada. Além disso, o genétipo Senegal/Senegal apresentou uma tendéncia de
reducdo de complicacGes clinicas, ao contrario do genotipo Bantu/Bantu que mostrou
uma maior propensdo ao aumento das complicacBes clinicas. Desta forma, podera
concluir-se que os hapldtipos sdo influenciadores genéticos da gravidade da anemia

drepanocitica.

No que se refere ao estudo do gene CYB5R3, avaliou-se a presenca da alteracédo
rs1800457, ¢.350C>G. O alelo C apresentou uma frequéncia de 65% e o alelo G
correspondeu a 35%. O valor destas frequéncias alélicas foi confrontado com o descrito
para a populacdo africana analisada no “1000 genomes project”, tendo sido consideradas
semelhantes. E de salientar que esta variante genética aparenta ser exclusiva da populago
africana, pelo que tem sido levantada a hipdtese desse facto se dever a uma selecdo
positiva, ocorrida em Africa, provavelmente perante a maléria ou a drepanocitose. Neste
ambito, um dos nossos objetivos foi avaliar a possivel modulacdo desta variante genética

nos fendtipos destas criancas drepanociticas.

O estudo de associacgdo gendtipo/fenotipos efetuado para esta variante indicou que
a presenca do alelo G aparenta ser nefasta, agravando a anemia drepanocitica, uma vez
que os individuos gue a possuem apresentam uma concentracdo média de hemoglobina
que indica anemia severa e um maior nivel de hemolise. Clinicamente, foi verificado uma

maior tendéncia de patologias no grupo detentor do alelo G que no grupo wild type.

Tanto quanto sabemos esta variante genética rs1800457 C>G foi reportada num Unico
estudo, publicado recentemente, onde foi associada a um efeito protetor contra as anemias
severas, malarica e drepanocitica. No entanto, no presente estudo esses resultados nao
foram validados. Sendo esta variante CYB5R3 ¢.350C>G aparentemente exclusiva de
pessoas de ascendéncia africana, é de todo o interesse investigar se a sua elevada
prevaléncia em Africa teré sido devida a selecdo positiva perante a drepanocitose e/ou a
malaria. Assim, como perspetivas futuras, propomos a realizacdo de mais estudos neste
ambito de modo a esclarecer este assunto e determinar se esta variante tem, ou ndo,

interesse clinico perante a drepanocitose.

O estudo de associagéo entre o nivel de HbF e os diversos parametros hematoldgicos,
bioquimicos e clinicos manifestados pelas criangcas com drepanocitose permitiu
evidenciar os seus efeitos modeladores na drepanocitose. No estudo que se efetuou

verificou-se que individuos com HbF elevada, estipulada como igual ou superior a 10%,
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apresentam parametros hemoliticos sugestivos de terem menor taxa de hemolise quando
comparados com os individuos com HbF inferior a 10%. Simultaneamente, a HbF elevada
foi também associada a anemia moderada, ao contrario do grupo com HbF inferior a 10%

que apresenta anemia severa.

Ainda no estudo da HbF constatou-se que apesar dos efeitos benéficos que o aumento
da percentagem de HbF mostrou trazer no ambito dos fendtipos hematologicos e
bioquimicos, nomeadamente ao nivel da gravidade da anemia drepanocitica, e na sua taxa
de hemolise, as complicaces clinicas ligadas ao decurso da drepanocitose continuam
presentes. Neste estudo, provavelmente pelo baixo nimero da amostra, ndo nos foi
possivel observar alteragdes benéficas a nivel clinico devido aos elevados niveis de HbF.
No entanto, a nivel cientifico isso é constatado e esta na base do tratamento farmacolégico
dos doentes drepanociticos com HU. Eventualmente a progressdo deste nosso estudo
usando uma amostragem maior poderia vir a mostrar quais as manifestacdes clinicas que

beneficiam pela presenga de uma HbF elevada em criangas com drepanocitose.

Em suma, a gravidade da drepanocitose pode ser alterada através de diversos fatores
genéticos e ambientais. O nosso estudo contribuiu para o conhecimento do papel
modificador de alguns fatores genéticos sobre a gravidade dos fendtipos, sobretudo

hematoldgicos e bioguimicos, das criancas com drepanocitose que vivem em Portugal.
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7 Anexos

Tabela 7.1. Identificagdo, concentracdo e contetido em CG dos primers usados no Multiplex Gap-PCR para detecdo das dele¢des 3,7 e a4,2

Polimorfismo

Primer

Identificagdo dos primers e
concentragao

Sequéncia (5°>3’) e conteido em CG

3.7/120.5-R
(primer reverso) (25pmol/pL)

a2/3.7-F
(primer direto) (25pmol/pL)

Delecoes a3,7Kb e

a4,2Kb a2-R

(primer reverso) (25pmol/uL)

4.2-F
(primer direto) (25pmol/pL)

4.2-R
(primer reverso) (25pmol/uL)

AAA GCA TCT TAG GGT CCA GCG
%CG: 52

CCCCTCGCCAAGTCCACCC
%CG: 74

AGA CCA GGA AGG GCC GGT G
%CG: 68

GGT TTACCCATGTGG TGC CTC
%CG:57

CCCGTTGGATCTTCT CATTTCCC
%CG: 52

Adaptado de Tan et al. 2001 %



Tabela 7.2. Reagentes e condic¢des de Multiplex Gap-PCR e de eletroforese para a detecdo simultanea das delecoes a-talassémicas de 3,7kb e 4,2kb localizadas no agrupamento génico
da a-globina

Mistura de reagdo

~ Condicoes de PCR Condic0es da eletroforese
Polimorfismo (Para 1 reagdo)
Volume Temperatura . Gelde Tempo
Reagentes (uL) C) Tempo Ciclos agarose (min) Voltagem
Agua bidestilada 14,90
1g de
96 15min 1 agarose
dNTPs 4.00 SeaKem®
(2,5mM cada) ’
Primer a2/3.7-F
1,00
(25 pmol/pL) 98 45seq
Primer 3.7/20.5-R 050 100mL de
Deleces (25 pmol/uL) TBE (1)
a3,7Kb e Primer a2-R 0,50 90 70
a4,2Kb (25 pmol/uL) 64 90seg 30
Primer 4.2-F 050
(25 pmol/pL) ’
Primer 4.2-R
0,50
(25 pmol/uL) 72 120seg
BSA (10 mg/mL) 0,35 4 uL de
brometo
TaKaRa LA Taq Hs . o
(1,25 U/uL) 0,25 72 5min 1 de etidio
DNA 1,00 4 pausa -

(~15ng/pL)
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Tabela 7.3. Identificacdo, concentracao e contetido em CG dos primers para dete¢do do polimorfismo rs7482144

Primer
Polimorfismo

|dentificacao dos primers e Sequéncia (5°—3’) e conteido em CG

concentracao
R160S
. . GCACTGAAACTGTTGCTT TAT AGG AT
(primer direto) %CG: 38
(25pmol/uL) o
SNP
rs7482144
_ RI61 TGG CGT CTG GAC TAG GAG CTT ATT
(primer reverso) %CG: 50
(25pmol/pL) o
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Tabela 7.4. Reagentes e condic¢fes de PCR para amplificacdo do promotor do gene HBG2

Mistura de reacdo

cene (Para 1 reacdo) Condicoes de PCR Condicdes da eletroforese Tan&;;nho
Volume  Temperatura . Gel de Tempo fragmento
Reagentes (W) (°C) Tempo Ciclos agarose (min) Voltagem 9
Tampéo B 22,90 94 5min 1
. 29 de
Primer agarose
R160S 0,50 94 40seg SeaKem®
(25pmol/uL) -
Primer 55 40
R161 050 >0 100mL de
HBG2 (25pmol/uL) 2 50seg TBE(1X) ¢ 70 677pb
AmpliTaq
DNA .
Polimerase 0,10 72 10min 1 4 uL de
(5U/pL) brometo
de etidio
DNA
(~40ng/uL) 1,00 4 pausa -
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Tabela 7.5. Reagentes e condicOes de restricdo da enzima Xmn | para dete¢ao do polimorfismo rs7482144 localizado a montante do gene HBG2

Mistura de reacdo
(Para 1 reacao)

Condig0es de Reacgéo

Fragmento resultante

Sitio de corte do enzima
de restricdo Xmn |

Gene Polimorfismo
Volume

Temperatura Alelo Alelo
Reagente (UL) (°C) Tempo Wild Type Variante
Agua
bidestilada 7,00 C T
Enzima Xmn | 5’...GAANN/NNTTC...3’
SNP (20U/uL) 1.00 _ 3’...CTTNN/NNAAG...5’
HBG2 : 37 overnight
rs7482144 (NEB®) 677 462
Produto 215
amplificado 12,00
por PCR
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Tabela 7.6. Identificacdo, concentracdo e contetido em CG dos primers para dete¢do do polimorfismo rs1800457 no gene CYB5R3

Primer

Polimorfismo

|dentificacdo dos primers e Sequéncia (5°—>3) e conteado em CG

concentracao
EX5F GTACACGAGGCTGGTGGTTT
(primer direto) (25pmol/pL) %CG: 55
SNP
rs1800457
EX5R AGC TGG CCT GACGAG AGTC
(primer reverso) (25pmol/uL) %CG: 63
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Tabela 7.7. Reagentes e condicfes de PCR para detec@o do polimorfismo rs1800457 localizado no gene CYB5R3

Mistura de reagdo

Gene (Para 1 reacio) Condicoes de PCR Condicoes da eletroforese Tarr&inho
Volume  Temperatura . Gelde  Tempo fraomento
Reagentes (uL) C) Tempo Ciclos agarose  (min) Voltagem 9
Tampdéo B 22,90 94 5min 1 2q de
Primer agarose
EX5F 0,50 94 30seg SeaKem®
(25pmol/uL) 30
Primer 60 30seg
EX5R 0,50 #Ogg'(‘lgf
CYB5R3  (25pmol/uL) 2 30seg 60 70 500pb
AmpliTaq
DNA :
Polimerase %0 72 Smin . 4 uL de
(5U/pL) brometo
de etidio
DNA
(~40ng/uL) 1,00 4 pausa -

Adaptado de: Percy, M. J. et al 200218 ¢ Kedar, P. S. et al 20182
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Tabela 7.8. Composicéo dos tampdes de PCR e de eletroforese

Tampoes
Tampéo de PCR - B Tampéo de Eletroforese
Solucdo Stock Solucéao Trabalho (TBE 10x)
KCI2 2M - 50 mM EDTA - 75uL
Tris-HCI 1,5 M (pH = 8.8) — 100 Mm Solugéo Stock — 0,5 mL Glicerol — 18,75 uL
MgCI2 1 M — 15 mM H20 -45mL H20 - 8,75 uL
Gelatina — 0,1% dNTPs 100mM — 40 puL Azul de bromofenol — 0,229

H20 - 26,73 mL

NaOH
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Tabela 7.9. Aminoacidos e respetivos simbolos IUPAC - IUBMB

Aminécido Simbolo IUPAC -
IUBMB

Alanina Ala
Acido Aspartico Asp
Acido glutamico Glu
Arginina Arg
Asparagina Asn
Cisteina Cys
Fenilalanina Phe
Glicina Gly
Glutamina Gln
Histidina His
Isoleucina lle
Leucina Leu
Lisina Lys
Metionina Met
Prolina Pro
Serina Ser
Tirosina Tyr
Treonina Thr
Triptofano Trp
Valina Val
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Tabela 7.10. Cddigo genético. Correspondéncia entre o tripleto de nucledtidos (coddo) de mRNA e o aminoacido

equivalente

Uuu

uucC

UUA

UuG

Cuu

CucC

CUA

CUG

AUU

AUC

AUA

AUG

GuU

GUC

GUA

GUG

Fen

Fen

Leu

Leu

Leu

lle

lle

lle

Met*

Val

UCuU

uccC

UCA

UCG

CCU

CCC

CCA

CCG

ACU

ACC

ACA

ACG

GCU

GCC

GCA

GCG

* Codao que assinala a iniciacdo da sintese de uma proteina e que podera também ser incorporado nas cadeias.

Ser

Pro

Tre

Ala

UAU

UAC

UAA

UAG

CAU

CAC

CAA

CAG

AAU

AAC

AAA

AAG

GAU

GAC

GAA

GAG

A

Tir

Tir

His
His
Gln
Gln
Asn
Asn
Lis
Lis
Asp
Asp
Glu

Glu

UGU

uGC

UGA

UGG

CGU

CGC

CGA

CGG

AGU

AGC

AGA

AGG

GGU

GGC

GGA

GGG

STOP - ndo hé insercéo de qualquer aminodcido e provoca o fim da sintese proteica.

Cis

Cis

Trp

Arg

Ser
Ser
Arg

Arg

Gli
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