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1. VARIANTES DESCRITAS

1.1. CAasocLiNIcO 1

Individuo |

1.1.1. ESTUDO DAS HBS

A quantificagdo das Hbs presentes, por HPLC de troca cationica, revelou niveis de Hb
A, normais (2.4%) niveis de Hb F ligeiramente aumentados (1.7%) e a presencga de um
pico desconhecido (25.8%) que poderia corresponder a uma variante de Hb (Hb X).
Esta apresentou um tempo de retengdo similar ao tempo de retencdo da Hb Ajc (Hb

glicosilada). O individuo apresentou o perfil AXA; (Figura 8).

Time (min.)

Figura 8: Separacdo das Hbs do individuo I por HPLC de troca catidnica.

1.1.2. ESTUDOS MOLECULARES

A sequenciagéo de ADN mostrou a presenca da alteragdo GCC > GAC no codéo 12 do

gene o2 (Figura 9). Esta alteracdo, presente em heterozigotia, resulta na sintese de um
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acido aspartico em vez de uma alanina (Ala — Asp). O gene al ndo apresentou

qualquer alteracdo. O individuo apresentou o genétipo o' o/ac.

A A

Figura 9: Sequenciacdo do gene o2 do individuo I. A seta indica a localizagdo da alteracéo

GCC > GAC no codéo 12, em heterozigotia.

1.1.3. ESTUDOS IN SILICO

Os softwares SIFT e Polyphen-2 calcularam os seguintes scores 0.00 e 0.02,
respetivamente. O SIFT prediz que a mutagdo afeta a funcdo da Hb. J& o PolyPhen-2

prediz 0 oposto, ou seja que a mutacdo nao afeta a funcéo da Hb.
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Figura 10: Representacdo das diferencas estruturais entre os aminoacidos alanina (colorido a

~

-

verde) e acido aspartico (colorido a vermelho). Imagens obtidas pelo software HOPE.
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1.2. CAsO CLINICO 2

Individuo I

1.2.1. ESTUDOS MOLECULARES

A sequenciacdo de ADN mostrou a presenca da alteragdo TTC > TTG no coddo 43 do
gene a2. Esta alteracdo, presente em heterozigotia, resulta na sintese de uma leucina em
vez de uma fenilalanina (Phe — Leu). O gene al ndo apresentou qualquer alteragdo. O

individuo apresentou o gen6tipo o' o/ao.

1.2.2. ESTUDOS IN SILICO

Os softwares SIFT e Polyphen-2 calcularam os seguintes scores 0.00 e 0.969

respetivamente, predizendo que a mutacdo afeta a funcao da Hb.

Figura 11: Representacdo das diferengas estruturais entre os aminodcidos fenilalanina (colorido

a verde) e leucina (colorido a vermelho). Imagens obtidas pelo software HOPE.
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1.3. Caso clinico 3

Individuo 111

1.3.1. EsTtubo DAS HBS

A quantificacdo das Hbs presentes, por HPLC de troca cationica, revelou niveis de Hb
A; ligeiramente reduzidos (1.8%) niveis de Hb F normais (0.1%) e a presenca de um
pico desconhecido (13.7%) que poderia corresponder a uma variante de Hb. Esta
apresentou um tempo de retencao igual ao tempo de retencdo para Hb S. O individuo Il

apresentou o perfil AXA,; (Figura 12).

o

EPPES FUTT FUTTN FTTE FTTTS TR T
|

R S S S i S —— Y )

Time (min.)

Figura 12: Separagdo das Hbs do individuo 111 por HPLC de troca cationica.

1.3.2. ESTUDOS MOLECULARES

A sequenciacdo de ADN mostrou a presenca da alteracdo GAC> AAC no coddo 74 do
gene a2. Esta alteracdo, presente em heterozigotia, resulta na sintese de uma asparagina
em vez de um &cido aspartico (Asp — Asn). O gene al ndo apresentou qualquer

alteracdo. O individuo apresentou o genétipo o' a/ao.
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1.3.3 ESTUDOS IN SILICO

Os softwares SIFT e Polyphen-2 calcularam os seguintes scores 0.03 e 0.134,
respetivamente. O SIFT prediz que a mutacdo afeta a funcdo da Hb. J& o PolyPhen-2

prediz 0 oposto, ou seja que a mutacdo ndo afeta a fungdo da Hb.

N o

Figura 13: Representacdo das diferengas estruturais entre os aminoacidos acido aspartico

(colorido a verde) e asparagina (colorido a vermelho). Imagens obtidas pelo software HOPE.
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1.4.CAasocLiNICO 4

Individuos 1V-1, IV-2, IV-3 e IV-4

Foram estudados quatro individuos, da mesma familia. O individuo V-1 apresentou um
valor de HGM inferior aos valores de referéncia (hipocromia). Os individuos V-2 e V-
3 apresentaram valores de Hb, VGM e HGM inferiores aos valores de referéncia
(anemia microcitica e hipocrémica), verificando-se uma reducdo mais acentuada no
individuo 1V-2. Por ultimo, o individuo IV-4 apresentou valores de VGM e HGM

abaixo dos valores de referéncia (microcitose e hipocromia) (Tabela 4).

Tabela 4: Pardmetros hematolGgicos apresentados pelos individuos IV-1, IV-2, IV-3 e IV-4,

Individuos V-1 V-2 IV-3 V-4
Género F F M M
RBC (10%/L) | 4.72 4.41 4.79 5.16
Hb (g/dL) 12.3 9.7 125 13
VGM (fL) 80 70.5 79 77
HGM (pg) 26 22 26 25

1.4.1. ESTUDO DAS HBS

A quantificacdo das Hbs dos individuos IV-I, V-3 e IV-4, por HPLC de troca cationica,
revelou niveis de Hb F normais e niveis de Hb A, elevados (superiores a 20%),
indicando a provavel presenga de uma variante de Hb com um tempo de retengéo igual
ao da Hb A,. Os niveis de Hb F e Hb A; para o individuo IV-2 encontravam-se normais

(Tabela 5).
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Tabela 5: Niveis de Hb A, e Hb F dos individuos V-1, IV-2, IV-3 e IV-4, obtidos por HPLC
de troca cationica.

Individuos V-1 V-2 V-3 V-4
Hb A, + Hb X=27% 2.8 + Hb X=21% + Hb X=27%
Hb F 04 0.3 0.5 0.4
Perfilno HPLC | AXA; AA, AXA,; AXA,

1.4.2. ESTUDOS MOLECULARES

O estudo da presenca das deleccdes mais frequentes, -o’ e -a*?, por Gap-PCR
multiplex, revelou a presenca de -0’ em heterozigotia nos individuos IV-1 e IV-4 e a
presenca de -o*’ em homozigotia no individuo IV-2. O individuo V-3 n&o apresentou

nenhuma das delecgdes. O estudo da presenga de grandes delec¢des por MLPA revelou

a auséncia destas em todos os individuos.

A sequenciacdo de ADN mostrou a presenca da alteracdo CCC > CAC no coddo 77 do
gene a2, para os individuos IV-1, IV-3 e IV-4. Esta alteracdo, presente em
heterozigotia, resulta na sintese de uma histidina em vez de uma prolina (Pro — His). O

gene a1 ndo apresentou qualquer alteracao.

Os gen6tipos apresentados pelos individuos IV-1, IV-2, IV-3 e IV-4 foram, -o*/o o, -

o1 -0 aTal oo e -0 'foa, respetivamente.
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1.4.3. ESTUDOS IN SILICO

Os softwares SIFT e Polyphen-2 calcularam os seguintes scores 0.01 e 0.047,
respetivamente. O SIFT prediz que a mutacdo afeta a funcdo da Hb. J& o PolyPhen-2

prediz 0 oposto, ou seja que a mutacdo ndo afeta a funcdo da Hb.

Figura 14: Representacdo das diferencas estruturais entre os amino&cidos prolina (colorido a

verde) e histidina (colorido a vermelho). Imagens obtidas pelo software HOPE.
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1.5. CAso CLINICO 5

Individuo V

1.5.1. ESTUDO DAS HBS

A quantificagdo das Hbs presentes, por HPLC de troca catidnica, revelou niveis de Hb
A, (2.8%) e niveis de Hb F normais (0.8%) e a presenca de um pico desconhecido
(13.7%), que poderia corresponder a uma variante de Hb. Esta apresentou um tempo de

retencdo superior ao tempo de retencdo da Hb A,. O individuo V apresentou o perfil

AXA; (Figura 15).
i
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Figura 15: Separagdo das Hbs do individuo V, por HPLC de troca catidnica.

1.5.2. ESTUDOS MOLECULARES

A sequenciacdo de ADN mostrou a presenca da alteragdo GAC> TAC no coddo 94 do
gene a2. Esta alteracdo, presente em heterozigotia, resulta na sintese de uma tirosina em
vez de um &cido aspartico (Asp — Tyr). O gene al ndo apresentou qualquer alteracéo.

O individuo apresentou o genétipo o a/oa.
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1.5.2. ESTUDOS IN SILICO

Os softwares SIFT e Polyphen-2 calcularam os seguintes scores 0.00 e 1.00,

respetivamente. Ambos predizem que a mutacéo afeta a funcdo da Hb.

!

Figura 16: Representacdo das diferengas estruturais entre os aminoacidos acido aspartico

(colorido a verde) e tirosina (colorido a vermelho). Imagens obtidas pelo software HOPE.
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1.6. CASO CLINICO 6

Individuo VI

1.6.1. ESTUDO DAS HBS

A quantificacdo das Hbs presentes, por HPLC de troca cationica, revelou niveis de Hb
A; (3.3%) e niveis de Hb F normais (0.2%) e a auséncia de picos anormais. O individuo

VI apresentou o perfil AA; (Figura 17).
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Figura 17: Separagdo das Hbs do individuo VI por HPLC de troca catidnica.

1.6.2. ESTUDOS MOLECULARES

A sequenciacdo de ADN mostrou a presenca da alteracdo CCT> TCT no coddo 119 do
gene al. Esta alteracdo, presente em heterozigotia, resulta na sintese de uma serina em
vez de uma prolina (Pro — Ser). O gene a2 nédo apresentou qualquer alteragdo. O

individuo apresentou o genétipo .o /oo
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1.6.3. ESTUDOS IN SILICO

Os softwares SIFT e Polyphen-2 calcularam os seguintes scores 0.00 e 0.718,

respetivamente. Ambos predizem que a mutacgéo afeta a funcdo da Hb

Figura 18: Representacdo das diferencas estruturais entre os aminoécidos prolina (colorido a
verde) e serina (colorido a vermelho). Imagens obtidas pelo software HOPE.
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1.7. CASO CLINICO 7

Individuos VII-1 a VI1I-23

Foram estudados no total 308 individuos com microcitose e hipocromia persistente, de

forma a clarificar a origem da mesma.

1.7.1. ESTUDOS MOLECULARES

O estudo das deleccdes mais frequentes, -o*’ e -a*?, por Gap-PCR multiplex, revelou a

presenca de -o>’ em heterozigotia em 119 individuos, -a>’ em homozigotia em 30

4.2 4.2

individuos, -o"“ em heterozigotia em 13 individuos, -o™“ em homozigotia em 1

individuo e a presenca de ambas as delec¢des em 3 individuos (Tabela 6).

A sequenciacdo de ADN mostrou a presenca da alteracdo CTG > CGG no codéo 125 do
gene a2, em 23 individuos (VII-1 a VI1-23) (Figura 19). Esta alteracdo, presente em
heterozigotia, resulta na sintese de uma arginina em vez de uma leucina (Leu — Arg). O
gene al ndo apresentou qualquer alteracdo. Os individuos apresentaram o genotipo

a'o/ao.

Os restantes 119 individuos ndo apresentaram qualquer alteragdo nos seus genes o.-

globinicos.
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Tabela 6: Parametros hematoldgicos apresentados pelos individuos VII-1 a VII-23.

Individuos VII-1aVll-12 VII-13 a VII-23
Género F M
RBC (10%L) 5.36 — 5.95 5.64 - 6.19
Hb (g/dL) 125-15.2 13.1-15.9
VGM (fL) 70.6 — 79.1 73.4-81.4
HGM (pg) 23-256 23.1-248
Reticulécitos (%0) 0.74-2.03 0.5-1.57
G GTGC AC GCCT CCC KG G A GTT Cc16 6

MANAIN

Figura 19: Sequenciacdo do gene o2 de um individuo VII. A seta indica a localizacdo da

alteracdo CTG > CGG no codéo 125, em heterozigotia.

Tabela 7: NUumero de individuos estudados (e percentagem) que apresentaram 0s seguintes

gendtipos, -a> faa, -0®'1-0®, -a* oo, -ati-a*?, -a*T-a*? e alalaa.

Genotipo Numero de individuos Percentagem (%)
-o*loo 119 38.64

-a*'-03’ 30 9.74

oo, 13 4.22

-a*%-a*? 1 0.32

-0 -0t 3 0.97

a'a/aa 23 7.47

Total de individuos 308 100

estudados
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1.7.2. ESTUDO DAS HBS DOS INDIVIDUOS COM O GENOTIPO (xTa/(xa

A quantificacdo das Hbs presentes, por HPLC de troca cationica, revelou niveis de Hb
A, eniveis de Hb F normais e a auséncia de picos anormais para todos os individuos. Os

individuos apresentaram o perfil AA,.

A separacdo das Hbs por eletroforese de acetato de celulose revelou a presenca de Hb A
e de uma banda desconhecida que poderia corresponder a uma variante de Hb (Figura

20).Verificou-se que a Hb X migra mais lentamente que a Hb A.

— 1

3

Hb X " Hb A

Figura 20: Separacdo das Hbs de um individuo controlo normal (imagem superior) e de um

individuo VII (imagem inferior), por eletroforese em acetato de celulose.

1.7.3. ESTUDO DAS CADEIAS GLOBINICAS DOS INDIVIDUOS COM O

GENOTIPO a.' o/aiar

A separacdo das cadeias globinicas por HPLC de fase reversa revelou a presenca de
cadeias a e B-globinicas nas seguintes percentagens, 42.85% e 34.03%, respetivamente.
O racio de sintese das cadeias o/B-globinicas mostrou ser 1.26. Adicionalmente o

HPLC revelou a auséncia de picos anormais (Figura 21).
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Figura 21: Separacédo das cadeias globinicas de um individuo VI, por HPLC de fase reversa.

A separacédo das cadeias globinicas por AUT-PAGE revelou a presenca de cadeias o e
B-globinicas normais e a auséncia de bandas correspondentes a cadeias globinicas

mutadas (Figura 22).

Figura 22: Separacdo das cadeias globinicas de um individuo controlo (imagem superior) e de

um individuo VI1I (imagem inferior), por AUT-PAGE.

1.7.4. ESTUDOS IN SILICO

Os softwares SIFT e Polyphen-2 calcularam os seguintes scores 0.00 e 1.00,
respetivamente, para a mutacao pontual. Ambos predizem que a mutacdo afeta a funcao

da Hb.
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Figura 23: Representacdo das diferengas estruturais entre os aminoacidos leucina (colorido a
verde) e arginina (colorido a vermelho). Imagens obtidas pelo software HOPE.
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1.8 CAsoO CLIiNICO 8

Individuo VI1II

1.8.1 ESTUDOS MOLECULARES

A sequenciacdo de ADN mostrou a presenca da alteracdo CGT > GGT no codéo 141 do
gene a2, do individuo VIII. Esta alteracdo, presente em heterozigotia, resulta na sintese
de uma glicina em vez de uma arginina (Arg — Gly). O gene al nédo apresentou

qualquer alteracdo. O individuo apresentou 0 genétipo ao'/ao.

1.8.2 ESTUDOS IN SILICO

Os softwares SIFT e Polyphen-2 calcularam os seguintes scores 0.00 e 1.00,

respetivamente. Ambos predizem que a mutacéo afeta a funcéo da Hb.
'\,(J ~2

Wa LJ/\ Wa \A.a/

Figura 24: Representacdo das diferencas estruturais entre os aminoacidos arginina (colorido a

verde) e glicina (colorido a vermelho). Imagens obtidas pelo software HOPE.
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2. VARIANTES NAO DESCRITAS

2.1. CASO CLINICO 9

Individuo IX

2.1.1. ESTUDO DAS HBS

A separacdo das Hbs por eletroforese de acetato de celulose (Figura 25) e IEF (Figura
26) revelaram em ambos 0s casos a presenca de Hb A e de uma banda que poderia
corresponder a uma variante de Hb, em menores quantidades. Em ambas as técnicas

verificou-se que a Hb X migra mais rapido que a Hb A.

Figura 25: Separacdo das Hbs de um individuo controlo (imagem superior) e do individuo 1X

(imagem inferior) por eletroforese em acetato de celulose.

HbA || HbX

Figura 26: Separacdo das Hbs de um individuo controlo (imagem superior) e do individuo IX
(imagem inferior) por IEF.
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2.1.2. ESTUDO DAS CADEIAS GLOBINICAS

A separacdo das cadeias globinicas por HPLC de fase reversa revelou a presenca de
cadeias a. e B-globinicas em percentagens similares, 46.63% e 40.11%, respetivamente.

O récio de sintese das cadeias o/B-globinicas mostrou ser 1.16. O HPLC revelou

também a auséncia de picos anormais (Figura 27).
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Figura 27: Separagdo das cadeias globinicas do individuo 1X, por HPLC de fase reversa.

A separacdo das cadeias globinicas por AUT-PAGE revelou a presenca de cadeias o e

B-globinicas normais e a auséncia de bandas correspondentes a cadeias globinicas

mutadas (Figura 28).

Figura 28: Separacdo das cadeias globinicas de um individuo controlo (imagem superior) e do
individuo IX (imagem inferior) por AUT-PAGE.
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2.1.3. ESTUDOS MOLECULARES

A sequenciagdo de ADN mostrou a presenca da alteracdo AAG > AAT no codéo 40 do

gene a1 (Figura 29). Esta alteracdo, presente em heterozigotia, resulta na sintese de uma

asparagina em vez de uma lisina (Lys — Asn). O gene a2 ndo apresentou qualquer

alteracdo. O individuo apresentou o genétipo oa'/aa.
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Figura 29: Sequenciacdo do gene ol do individuo IX. A seta indica a localizagdo da alteracdo

AAG > AAT no coddo 40, presente em heterozigotia.

2.1.4. ESTUDOS IN SILICO

Os softwares SIFT e Polyphen-2 calcularam os seguintes scores 0.03 e 0.815,

respetivamente. Ambos predizem que a mutacéo afeta a funcéo da Hb.
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Figura 30: Representacdo das diferencas estruturais entre os aminoécidos lisina (colorido a
verde) e asparagina (colorido a vermelho). Imagens obtidas pelo software HOPE.

2.1.5. ESTUDOS FUNCIONAIS

2.1.5.1. TESTE DE INSTABILIDADE

A incubacgéo de hemolisados com isopropanol durante 30 minutos, a 37°C, mostrou que

a variante de Hb era estavel.

2.1.5.2. TESTES DE AFINIDADE DE O,

Na auséncia de 2,3-DPG, a 37°C, verificou-se a auséncia de variagdes significativas na
afinidade dos hemolisados, do individuo 1X, para o O,. Verificou-se apenas uma
variagdo minima no valor de psp a pH &cido quando comparado com o controlo

(hemolisados de Hb A) (Figura 31).
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Figura 31: Efeito do pH na afinidade do O, (log pso) e na cooperatividade (nso) de hemolisados
controlo (simbolos abertos) e hemolisados do individuo IX (simbolos fechados), na auséncia de
2,3-DPG, a 37°C .

Na presenca de 2,3-DPG [5 mM] os hemolisados apresentaram uma afinidade para o O,
ligeiramente superior a afinidade apresentada pelos hemolisados controlo. O valor de

coeficiente de Hill (nso) apresentou-se ligeiramente reduzido (Figura 32).
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Figura 32: Efeito do pH na afinidade do O, (log pso) e na cooperatividade (nso) de hemolisados
controlo (simbolos abertos) e hemolisados do individuo 1X (simbolos fechados), na presenca de

2,3-DPG, a 37°C.

2.1.6. SIMULACOES DE DINAMICA MOLECULAR

Pelas simulagGes de dinamica molecular foi possivel verificar que a presenca da
seguinte mutacdo a40(C5)(Lys—Asn)(AAG>AAT ) (al) leva a formagdo uma ponte
de hidrogénio com o residuo Phe33 na hélice B da cadeia o mas néo ocorre a formagéao

de uma ponte de hidrogénio com o residuo His146 da cadeia § (Figuras 33 e 34).
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Figura 33: Representacdo da hélice C5 na auséncia e presenca da mutacdo
a40(C5)(Lys—Asn)(AAG>AAT ) (al), apds 100 ns. A) Na auséncia da mutagdo o residuo
Lys40 estabelece duas pontes de hidrogénio, uma com o residuo Phe33, na hélice B da cadeia o
e outra com o residuo His146 na cadeia 3. B) Na presenca da mutacao, o residuo Asn40 apenas

estabelece uma ponte de hidrogénio com o residuo Phe33.
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Figura 34: Distribuicdo de probabilidade para as distancias dos residuos Lys40 (representado a
preto) ou Asn40 (representado a vermelho) ao residuo Phe33, obtida por simulagcbes de
dindmica molecular durante 100 ns.
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2.2. CAso cLiNIco 10

Individuos X-1, X-2, XI-1, XII-1, X1I-2 e XI1I-3

Seis individuos de trés familias ndo relacionadas apresentaram eritrocitose (excluindo o
individuo X1I-3), microcitose e hipocromia com diferentes graus de severidade (Tabela

8). Os individuos XII-1 e XII-3 apresentaram também anemia.

Tabela 8: Parametros hematolégicos apresentados pelos individuos X-1, X-2, XI-1, XII-1, XII-2 e XII-3.

Individuos X-1 X-2 XI-1 XII-1 XI1-2 XI1-3
Género F F M F M F
RBC (10%/L) | 5.47 5.65 6.72 5.06 5.58 452
Hb (g/dL) 12.9 13.0 15.0 11.4 14.9 9.2
VGM (fL) 69.8 71.1 77.1 711 79.9 63.9
HGM (pg) 23.6 23.0 22.3 22.6 26.7 20.4
Reticulécitos | 1.12 0.85 0.80 - 1.59 1.92

2.2.1 Estudo das Hbs

A quantificacdo das Hbs presentes, por HPLC de troca catidnica, revelou niveis normais
de Hb A; e Hb F e a auséncia de picos desconhecidos para todos os individuos (Tabela

9).

Tabela 9: Niveis de Hb A, e Hb F dos individuos X-1, X-2, XI-1, XI1I-1, XII-2 e XII-3, obtidos

por HPLC de troca catinica.

Individuos X-1 X-2 X1-1 XII-1 XI-2 XI1-3
Hb A; 2.5 2.7 2.9 2.4 2.9 2.2
Hb F 0.4 0.3 0.3 0.8 1.0 0.3
Perfil de HPLC | AA, AA, AA, AA; AA,; AA;

85




Resultados

A separacdo das Hbs por eletroforese de acetato de celulose (Figura 35) e IEF (Figura

36) revelou apenas a presenca de Hb A.

HbA

Figura 35: Separacdo das Hbs de um individuo controlo (imagem superior) e do individuo XI-1
(imagem inferior), por eletroforese em acetato de celulose.

Hb A

Figura 36: Separacdo das Hbs de um individuo controlo (imagem superior) e do individuo XI-1

(imagem inferior), por IEF.

2.2.2 Estudo das cadeias globinicas

A separacdo das cadeias globinicas por HPLC de fase reversa revelou a presenca de
cadeias a e B-globinicas nas seguintes percentagens, 46.48% e 39.64% respetivamente.
O récio de sintese das cadeias o/B-globinicas mostrou ser 1.17. O HPLC revelou

também a auséncia de picos correspondentes a cadeias globinicas mutadas (Figura 37).
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Figura 37: Separagéo das cadeias globinicas do individuo XI-1 por HPLC de fase reversa.

A separacédo das cadeias globinicas por AUT-PAGE revelou a presenca de cadeias o e

B-globinicas normais e a auséncia de bandas correspondentes a cadeias globinicas
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Figura 38: Separacdo das cadeias globinicas de um individuo controlo (imagem superior) e do
individuo I1-1(imagem inferior), por AUT-PAGE.

mutadas (Figura 38).

2.2.3 Estudos moleculares:

O estudo da presenca das deleccdes mais frequentes, -o>’ e -a*?, por Gap-PCR
multiplex, revelou a presenca de -a>"em heterozigotia nos individuos XI1-1 e XI1-3. O

estudo da presenca de grandes delecgdes por MLPA revelou a auséncia destas em todos

os individuos
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A sequenciacdo de ADN mostrou a presenca da alteracdo TGC > CGC no codéo 104 do
gene a2 (Figura 39). Esta alteracdo resulta na sintese de uma arginina em vez de uma
cisteina (Cys — Arg). O gene ol ndo apresentou qualquer alteracdo. Nos individuos X-
1, X-2, XI-1 e XlII-2 a mutagdo apareceu em heterozigotia. Para os individuos XII-1 e

Xl11-3 a mutagdo apareceu aparentemente em homozigotia.

Os individuos X-1, X-2, XI-1e XII-2 apresentaram 0 gen6tipo o'o/ao. Os restantes

individuos, X11-1 e X11-3, apresentaram o genétipo o.'a/-o’>"”.

Figura 39: Sequenciacdo do gene a2 de um individuo controlo, do individuo XII-2 e do
individuo XI1-3 (de cima para baixo). A seta indica a localizacdo da alteracdo TGC > CGC no
codao 104. Na primeira sequenciagéo verifica-se a auséncia da mutacdo, na segunda a mutacao

surge em heterozigotia e na terceira a mutagdo surge aparentemente em homozigotia.
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Por Real-time PCR verificou-se que o racio de mRNA o/p para os individuos XII-1,

Xl11-2 e X11-3 era respetivamente 0.37, 1.015 e 0.38.

2.2.4 Estudos in silico:

Os softwares SIFT e Polyphen-2 calcularam os seguintes scores 0.03 e 0.994,

respetivamente. Ambos predizem que a mutacéo afeta a funcdo da Hb.

N BTN T

Figura 40: Representacdo das diferencas estruturais entre os aminoacidos arginina (colorido a

verde) e cisteina (colorido a vermelho). Imagens obtidas pelo software HOPE.

2.2.5 Estudos funcionais:

2.2.5.1 Teste de instabilidade:

A incubacgéo de hemolisados com isopropanol durante 30 minutos, a 37°C, mostrou que

a variante de Hb era estavel.
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