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“What we know is a drop, 

 what we don’t know is an ocean.” 

-Isaac Newton 

 

“Somewhere, something incredible 

 is waiting to be know.” 

-Carl Sagan 
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Resumo  

No organismo adulto e saudável, a hemoglobina fetal (HbF) representa menos de 1% 

da hemoglobina total, o que lhe confere pouca importância clínica ao nível da fisiologia 

normal. Porém, em certas hemoglobinopatias como anemia falciforme e β-talassemia, o 

aumento do nível de HbF poderá assumir grande importância por melhorar o quadro 

clínico dos doentes. A descoberta de que a regulação da HbF no organismo adulto está 

dependente de mecanismos genéticos abriu caminho para a investigação e identificação 

dos loci envolvidos no processo. Até ao presente, diversos estudos de associação, 

realizados em diferentes amostras populacionais, identificaram três loci principais 

envolvidos na regulação da produção de HbF: o polimorfismo rs7482144, situado na 

região promotora do gene HBG2, o gene BCL11A e a região intergénica HMIP (HBS1L-

MYB). Entretanto, outras investigações identificaram novos polimorfismos que poderão 

estar envolvidos na regulação dos níveis de HbF, nomeadamente, LCR-5’HS4 (região 

controlo do locus beta-globina) rs16912979, KLF1 rs79334031, DCHS2 rs61746132, 

RNF113B rs16955011 e ARHGAP18 rs11759328. 

O objetivo principal da presente dissertação foi estudar diferentes loci candidatos 

numa amostra de portadores com β-talassemia minor, de nacionalidade portuguesa, e 

testar a sua associação com a variação dos níveis de HbF. Foram estudadas 66 amostras 

de indivíduos com β-talassemia minor, 30 do sexo masculino e 36 do sexo feminino, com 

idades entre 2 e 77 anos, diagnosticados no Serviço de Hematologia Clínica do Centro 

Hospitalar e Universitário de Coimbra (CHUC).  Os indivíduos são saudáveis e 

assintomáticos, com valores de HbF entre 0,2% e 9% e níveis de HbA2 entre 3,4% e 

6,8%. Para determinação do genótipo foram utilizadas as técnicas de i) restriction 

fragment length polymorphism (RFLP), recorrendo a enzimas de restrição após reação de 

polimerização em cadeia (PCR); ii) utilização de sondas TaqMan recorrendo a PCR em 

tempo real; e iii) sequenciação direta pelo método de Sanger. 

 A análise por regressão linear em modelo aditivo mostrou uma associação 

estatisticamente significativa com os níveis de HbF para os SNPs BCL11A rs1427407 (p 

= 0,03), HMIP rs66650371 (p = 0,004) e XmnI-HBG2 rs7482144 (p = 0,004) nos 

indivíduos portugueses com β-talassemia minor. Os SNPs DCHS2 rs61746132, 

RNF113B rs16955011, ARHGAP18 rs11759328, KLF1 rs79334031 e LCR-5’HS4 
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rs16912979 não mostraram associação significativa com os níveis de HbF (p >0,05). O 

estudo do efeito cumulativo dos alelos minor dos SNPs BCL11A rs1427407, HMIP 

rs66650371 e XmnI-HBG2 rs7482144 mostrou que existe um aumento na força de 

associação aos níveis de HbF com o aumento do número de alelos minor.  

Em conclusão, os resultados obtidos neste estudo estão de acordo com o que tem sido 

descrito na literatura para os loci XmnI-HBG2 rs7482144, BCL11A rs1427407 e HMIP 

rs66650371, associadas à regulação dos níveis de HbF em diferentes amostras 

populacionais com β-talassemia minor. Todavia, não foi possível identificar novas 

variantes genéticas envolvidas na regulação de HbF na amostra estudada. Considerando 

que a reativação da expressão do gene HBG2, com o consequente aumento dos níveis de 

HbF, traria benefícios clínicos importantes para os doentes com β-talassemia ou anemia 

falciforme, a identificação de novos loci associados a HbF continua a ser um esforço atual 

de investigação já que poderá vir a proporcionar a descoberta de novos alvos terapêuticos. 

Palavras chaves: HbF; Hemoglobinopatias; β-talassemia; Reativação de HbF; SNP; 

Cluster β-globínico; Efeito cumulativo; XmnI-HBG2; BCL11A; HMIP. 
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Abstract 

In the healthy adult organism, fetal hemoglobin (HbF) represents less than 1% of 

total hemoglobin, which gives it little clinical importance in normal physiology. 

However, in certain hemoglobinopathies such as sickle cell anemia and β-thalassemia, 

increasing the level of HbF may be important as it improves the clinical condition of 

patients. After understanding how HbF regulation in the adult organism is dependent on 

genetic mechanisms, paved the way for the investigation and identification of loci 

involved in the process. To date, several association studies conducted on different 

population samples have identified three major loci involved in HbF regulation: the 

rs7482144 polymorphism, located in the promoter region of the HBG2 gene, the BCL11A 

gene, and the HMIP intergenic region (HBS1L-MYB). Although, other investigations 

have identified new polymorphisms that may be involved in varying HbF levels, namely, 

LCR-5'HS4 (beta-globin locus control region) rs16912979, KLF1 rs79334031, DCHS2 

rs61746132, RNF113B rs16955011 and ARHGAP18 rs11759328. 

The main objective of this dissertation was to study different candidate loci for HbF 

level regulators in a sample of Portuguese β-thalassemia minor subjects and to test their 

association with the variation of HbF levels. A total of 66 samples of individuals with β-

thalassemia minor, 30 men and 36 women, aged 2 to 77 years, diagnosed at the Clinical 

Hematology Service of the Centro Hospitalar e Universitário de Coimbra (CHUC) were 

studied. The subjects are healthy and asymptomatic, with HbF values between 0.2% and 

9% and HbA2 levels between 3.4% and 6.8%.  To determine the genotype, the following 

techniques were used i) restriction fragment length polymorphism (RFLP) using 

restriction enzymes after polymerase chain reaction (PCR); ii) TaqMan probes using real-

time PCR; and iii) direct sequencing by using the Sanger method. 

Linear regression analysis in additive model showed a statistically significant 

association with HbF levels for BCL11A rs1427407 (p = 0.03), HMIP rs66650371 (p = 

0.004) and XmnI-HBG2 rs7482144 (p = 0.004) SNPs in Portuguese patients with β-

thalassemia minor. SNPs DCHS2 rs61746132, RNF113B rs16955011, ARHGAP18 

rs11759328, KLF1 rs79334031 and LCR-5'HS4 rs16912979 showed no significant 

association with HbF levels (p >0.05). The study of the cumulative effect of minor alleles 

of the BCL11A rs1427407, HMIP rs66650371 and XmnI-HBG2 rs7482144 SNPs showed 
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an increase in the strength of association with HbF levels with increasing number of minor 

alleles. 

In conclusion, the results obtained in this study are consistent with the literature for 

the XmnI-HBG2 rs7482144, BCL11A rs1427407 and HMIP rs66650371 loci associated 

with the regulation of HbF levels in different population samples with β-thalassemia 

minor. However, it was not possible to identify new genetic variants involved in the 

regulation of HbF in the study sample. Considering that the reactivation of HBG2 gene 

expression, with the consequent increase in HbF levels, would bring important clinical 

benefits for patients with β-thalassemia or sickle cell anemia, the identification of new 

HbF associated loci remains a current research effort as may provide the discovery of new 

therapeutic targets. 

Keywords: HbF; Hemoglobinopathies; β-thalassemia; Reactivation of HbF; SNP; β-

globin cluster; Cumulative effect; XmnI-HBG2; BCL11A; HMIP. 
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1. Introdução 

A hemoglobina fetal (HbF) é uma proteína produzida pelos precursores das células 

eritroides, entre as 10 e as 12 semanas de gestação, mantendo-se em circulação até aos 

primeiros 6 meses da vida pós-natal (Kaufman e Lappin, 2019). A partir desta idade, o 

corpo humano produz outras moléculas de hemoglobina (Hb), nomeadamente, as 

hemoglobinas adultas A (HbA) e A2 (HbA2). A principal diferença entre a HbF e estas 

hemoglobinas adultas está relacionada com a sua afinidade por oxigénio. A HbF tem 

grande afinidade pelo oxigénio e a sua regulação envolve a ação de cofatores que 

favorecem o movimento do oxigénio da corrente sanguínea materna para a corrente 

sanguínea do feto e do embrião (Hardison, 2012; Kaufman e Lappin, 2019).   

Devido à sua elevada afinidade pelo oxigénio, as propriedades fisiológicas da HbF 

podem ser utilizadas na gestão e tratamento de algumas hemoglobinopatias, tais como, a 

anemia falciforme e a talassemia (Thein et al., 2007; Lettre, 2012; Sankaran e Orkin, 

2013; Kaufman e Lappin, 2019). No caso da anemia falciforme, o aumento dos níveis de 

HbF no organismo adulto, na ordem dos 2 a 20% a partir do valor considerado normal, 

introduz melhorias nos sintomas clínicos da doença (Kaufman e Lappin, 2019). Por ter 

maior afinidade para o oxigénio e ser mais resistente à desoxigenação, a HbF contribui 

para a redução do número de crises dolorosas motivadas pela aglomeração de células 

falciformes nos vasos sanguíneos mais pequenos (Kaufman e Lappin, 2019). No caso da 

β-talassemia, caracterizada pelo decréscimo de produção de cadeias β-globínicas, a 

presença da HbF permite minorar os efeitos do excesso de cadeias alfa cuja precipitação 

impede a maturação das células eritroides e leva à sua morte (Basak e Sankaran, 2016), 

comprometendo a produção de glóbulos vermelhos. Em face destes benefícios torna-se 

imprescindível a compreensão dos mecanismos de regulação dos genes que codificam as 

globinas, de forma a ser possível a ativação da expressão da HbF em indivíduos que 

padeçam dos distúrbios da hemoglobina (Philipsen e Hardison, 2018). 
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1.1. As diferentes moléculas de Hemoglobina 

A hemoglobina é uma proteína encontrada abundantemente nos eritrócitos.  

Estruturalmente, é um tetrâmero composto por dois grupos de cadeias peptídicas, os quais 

são compostos por duas cadeias alfa e duas cadeias não-alfa. As cadeias peptídicas são 

codificadas por genes presentes nos clusters α-globínico e β-globínico (Schechter, 2008; 

Borg et al., 2010; Thom et al., 2013; McGann et al., 2017; Teixeira et al., 2018). Cada 

uma das cadeias peptídicas está ligada a um grupo prostético heme (Schechter, 2008; 

Thom et al., 2013; McGann et al., 2017) responsável pelo transporte do oxigénio 

(Moleirinho et al., 2013) dos pulmões para os tecidos e do dióxido de carbono dos tecidos 

para os pulmões (Schechter, 2008; Thom et al., 2013; Philipsen e Hardison, 2018). A 

ligação e libertação entre a hemoglobina e o oxigénio é ajustada e adaptada consoante as 

necessidades metabólicas e a ontogenia do organismo (Schechter, 2008; Thom et al., 

2013; Danjou et al., 2015; Philipsen e Hardison, 2018). 

 

Figura 1: Estrutura da HbA. Tetrâmero com quatro cadeias de globina, duas cadeias alfa e duas cadeias beta (parte 

proteica) e quatro grupos heme (grupo prostético) ligados a cada uma delas (Adaptado de Griffiths et al., 2000).  

 

As globinas são identificadas com letras do alfabeto grego e reúnem-se em dois 

grandes grupos: o das cadeias alfa (alfa-α e zeta- ζ) e o das cadeias não-alfa (beta-β, delta-

δ, gama-γ e epsílon-ε) (Weatherall, 2001).  
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Existem diversos tipos de hemoglobina num indivíduo adulto saudável: i) a HbA 

(α 2 β 2), que corresponde, em média, a 97% do total da hemoglobina presente nos 

glóbulos vermelhos; ii) a HbA2  (α 2 δ 2) que corresponde a cerca de 2% da hemoglobina 

total; e iii) a HbF (α 2 γ 2) que representa aproximadamente 1% da hemoglobina total 

(Weatherall, 2001; Modell e Darlison, 2008; Schechter, 2008; Teixeira et al., 2018). Tal 

representatividade está relacionada com os padrões de expressão dos genes que codificam 

as cadeias globínicas (Weatherall, 2001; Schechter, 2008).   

 

1.1.1 Os genes das Globinas 

Os genes das globinas determinam a estrutura e a síntese das cadeias globínicas que 

constituem as diferentes hemoglobinas, desde o período embrionário até à vida adulta 

(Figura 2) (Weatherall, 2001; Johnson et al., 2002; Neto e Pitombeira, 2002; Modell e 

Darlison, 2008; Schechter, 2008; Higgs e Forget, 2009; Borg et al., 2010; Sankaran et al., 

2010; Moleirinho et al., 2013; McGann et al., 2017; Philipsen e Hardison, 2018).  

Os genes que codificam as cadeias alfa são dois, α2 e α1, e estão agrupados numa 

região do cromossoma 16 designada por agrupamento génico da α-globina ou cluster α-

globínico. Neste agrupamento existem outros genes e pseudogenes que não são expressos 

no genoma humano, estando distribuídos na região com a sequência 5' - ζ (HBZ)- ψ ζ 

(HBZP1) - μ (HBM)- ψα1 (HBAP1) - α2 (HBA2) - α1 (HBA1) - θ1 (HBQ1) - 3'. A 40 

kb do gene zeta (ζ) situa-se o principal elemento regulador do locus da alfa-globina, o 

HS-40 (Chen et al., 1997). As moléculas α2 e α1 são parálogas, o que significa que os 

genes que as codificam, α2 (HBA2) e α1 (HBA1), evoluíram por duplicação, muito 

provavelmente, num ancestral dos vertebrados mandibulados da superclasse 

Gnathostomata (Neto e Pitombeira, 2002; Borg et al., 2010; Hardison, 2012; McGann et 

al., 2017). 

O cluster dos genes da β-globina está localizado no cromossoma 11 e apresenta a 

seguinte distribuição: 5'-ε (HBE)- Gγ (HBG2)- Aγ (HBG1)- ψβ (HBBP1)- δ (HBD)- β 

(HBB)-3', juntamente com a região de controlo  (LCR) procedem à transição do estádio 

embrionário (HBE), para o fetal (HBG2  e HBG1), e por último o estádio 

adulto (HBD e HBB) (Moleirinho et al., 2013).  
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Na 2ª-3ª semana de gestação (Figura 3), a eritropoiese (produção de eritrócitos) ocorre 

na vesícula umbilical (saco vitelino), na qual predominam as cadeias de ζ-globina e ε-

globina identificada como hemoglobina Gower I. Na 5ª/ 6ª semana de gestação, a 

produção de eritrócitos é efetuada no fígado. A síntese das cadeias α-globina e de γ-

globina começa a aumentar, resultando na Hb Portland ζ2/γ2), Hb Gower II (α2/ε2), e 

por fim, é sintetizada a HbF (α2γ2). Na décima segunda semana de gestação e até à 

primeira infância a hemoglobina predominante é a HbF. A sua elevada afinidade pelo 

oxigénio, permite extrair o oxigénio da progenitora, promovendo dessa forma a 

oxigenação necessária dos tecidos. Após o nascimento existe um decréscimo na HbF visto 

que o meio ambiente providencia níveis elevados de oxigénio, logo não existe a 

necessidade de uma afinidade por oxigénio como seria necessário na vida intrauterina 

(McGann et al., 2017). A produção de HbF é reduzida a favor da expressão do gene β-

globina HBB (Jouini et al.,2011; McGann et al., 2017).  A troca molecular de HbF para 

HbA ocorre através da ligação dos fatores de transcrição na sequência reguladora de ADN 

Figura 2 A Estrutura dos aglomerados de genes da globina, com as diferentes hemoglobinas produzidas consoante o 

estádio de desenvolvimento (Adaptado da ilustração de Alice Y. Chen in Schechter, 2008). 
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que controlam a expressão dos genes do cluster das globinas (Danjou et al., 2015). Após 

6 meses do nascimento, a HbA torna-se predominante (McGann et al., 2017). 

 

1.1.2 Os Distúrbios da Hemoglobina  

Os distúrbios da Hb representam um grande problema de saúde publica, já que são os 

distúrbios genéticos mais comuns no mundo, afetando mais de 300 000 crianças 

(Weatherall et al., 2006; Thein et al., 2007; Modell e Darlison, 2008; Weatherall, 2010; 

Lettre, 2012; Sankaran, e Orkin, 2013; Sikdar, 2016). As hemoglobinopatias que 

apresentam maior morbilidade e mortalidade são a anemia das células falciformes e as β-

talassemias (Sikdar, 2016; Weatherall et al., 2006), sendo responsáveis por cerca de 3,4% 

de mortes em crianças com idade inferior a 5 anos (Modell e Darlison, 2008). São doenças 

hereditárias, com transmissão autossómica recessiva (Costa et al., 2018), e apresentam 

um padrão de distribuição geográfico onde a maior prevalência coincide com as regiões 

no mundo fustigadas pela malária (Taylor e Fairhursy, 2014; Chan et al., 2016). Isso 

acontece devido à vantagem seletiva que esses distúrbios concedem contra a infeção por 

malária, aliviando na gravidade da doença ou na carga parasitária (Taylor et al., 2013; Lu 

et al., 2014; Taylor e Fairhursy, 2014; Lin et al., 2015).  

Figura 3 Expressão dos genes da globina, as mudanças ocorridas de acordo com estágio de desenvolvimento humano 

(Adaptado da ilustração de Alice Y. Chen in Schechter, 2008). 
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O controlo dos distúrbios da Hb têm tido um progresso considerável no que respeita 

à resposta e identificação. Porém, nos países mais pobres, o controlo continua a ser 

insatisfatório, existindo uma grande percentagem de casos de talassemia e anemia 

falciforme em que as respostas terapêuticas são reduzidas (Weatheral, 2010). 

Por norma, os distúrbios da Hb apresentam fenótipos variáveis, desde a anemia 

severa, com necessidade de transfusões sanguíneas ao longo da vida, até anemias leves 

que não necessitam de tratamento (Danjou et al., 2015). Estas variações dependem do 

defeito molecular do gene globínico e de outras variantes genéticas presentes no 

indivíduo, podendo essas variantes melhorar a severidade do fenótipo, como é o caso das 

variantes responsáveis pela presença dos níveis elevados da HbF, que compensam o 

desfalque da produção das outras hemoglobinas normais no adulto (Danjou et al., 2015). 

As hemoglobinopatias podem ser de carácter quantitativo ou qualitativo. As de 

carácter quantitativo podem resultar na ausência ou no decréscimo significativo da 

produção de uma das cadeias da globina, um exemplo que se enquadra nesta categoria 

são as síndromes talassémicas (Costa et al., 2016; McGann et al., 2017). No caso da α-

talassemia dá-se um decréscimo quantitativo na cadeia alfa globina, provocada, na 

maioria dos casos, pela deleção de um ou de ambos os genes de α-globina no cromossoma 

16 (Costa et al., 2016; McGann et al., 2017). A maioria das β-talassemias resulta de 

mutações pontuais no promotor HBB, nas sequências exónicas ou intrónicas, provocando 

a redução ou ausência da síntese da cadeia β-globina (Nienhuis e Nathan, 2012; Thein, 

2013; Danjou et al., 2015; McGann et al., 2017).  A anemia falciforme (HbSS) é um caso 

de desordem qualitativa, resultante de um defeito estrutural na cadeia β-globina em que 

o codão 6 GAG (ácido glutâmico) é convertido em GTG (valina) (Costa et al., 2016; 

McGann et al., 2017). 

 

a) β-talassemia 

Na população humana, as mutações que provocam β-talassemia surgiram, 

primeiramente, na região do mediterrâneo, passando para Oriente, Índia e Ásia (McGann 

et al., 2017). Porém, através dos processos migratórios passou a apresentar uma 

distribuição global (Figura 4) (Cao e Kan, 2013; Costa et al., 2016; McGann et al., 2017). 

Em Portugal, as mutações mais frequentes são: codão 39(C>T), ISVI-1 (G>A), IVSI-6 
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(T>C), e IVSI-110 (G>A), que apresentam assimetria na sua distribuição pelo país 

(Ribeiro et al., 1997; Constanço et al., 2011; Teixeira et al., 2018), sendo mais prevalentes 

no sul  (Teixeira et al., 2018). A incidência esperada de indivíduos afetados com esse 

distúrbio é de 6 nascimentos por ano. Relativamente à região central de Portugal, 1,6% 

da população é portadora de β-talassemia (Ithanet, 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Devido à anomalia de produção de β-globina, os indivíduos com β-talassemia, 

apresentam um desequilíbrio que provoca o excesso de α-globina resultando numa 

eritropoiese ineficaz provocando uma sobrevivência reduzida dos glóbulos vermelhos 

(Nienhuis e Nathan, 2012).  

As β-talassemias apresentam um padrão clínico heterogéneo e podem ser classificadas 

em três grupos, consoante a sua severidade e modificação genética associada, assim temos 

a β-talassemia major, a β-talassemia intermédia e a β-talassemia minor (Nienhuis e 

Nathan, 2012; Thein, 2013; McGann et al., 2017). Destas três formas, a β-talassemia 

major é a mais severa, podendo estar presente na forma homozigótica (mutações β0/β0) 

ou heterozigótica composta (mutações β0/β+). A mutação afeta severamente a produção 

de β-globina e, consequentemente, a sua produção pode ser nula (β0) ou reduzida (β+) 

(Weatherall, 2001; McGann et al., 2017). Nestes casos existe um descontrolo acentuado 

no balanço entre as cadeias de α:β (Weatherall, 2001; McGann et al., 2017).   

Figura 4: Prevalência de β-talassemia em termos mundiais. Percentagem de população afetada 0-20% de indivíduos 

(ithamap, 2019). 
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No que concerne à β-talassemia intermédia, esta apresenta um padrão menos severo 

relativamente à major. Contudo, continua a ser uma desordem que requer cuidados 

médicos e terapêuticos. Normalmente, na β-talassemia intermédia, os dois loci do gene 

β-globina são afetados β+/β+ ou β0/β+ (podendo ocorrer β0/β0 com modificações genéticas 

melhorativas) (Weatherall, 2001; McGann et al., 2017).  

Relativamente à β-talassemia minor, os indivíduos são heterozigóticos para uma 

mutação no gene HBB (β+/βN ou β0/βN). Não são observadas manifestações clínicas 

significativas nos indivíduos afetados (Weatherall, 2001; McGann et al., 2017), contudo 

em alguns casos, os pacientes apresentam anemia leve (Nienhuis e Nathan, 2012). Do 

desequilíbrio entre as cadeias α e β-globina resulta um aumento de HbA2 superior a 3,5% 

devido ao excesso de cadeias α-globina que se associa à δ-globina (McGann et al., 2017). 

 

1.2 Variabilidade genética associada ao aumento de HbF 

A troca de HbF para hemoglobina adulta (HbA) e o silenciamento da produção de  

HbF têm sido áreas de investigação com elevado interesse em hematologia nos últimos 

anos, na medida em que a indução clínica da síntese de HbF melhora os sintomas clínicos 

de doenças como a β-talassemia e a anemia falciforme (Thein et al., 2009; Schechter, 

2008; Borg et al., 2010; Lettre, 2012; Nienhuis e Nathan, 2012; He et al., 2018). A 

indução de HbF por ação da hidroxiureia continua a ser um dos tratamentos mais 

utilizados para a anemia falciforme na medida em que atenua os sintomas clínicos da 

anemia (Thein 2017). 

A produção de HbF não é completamente anulada ao nascimento e todos os adultos 

continuam a produzir quantidades residuais de HbF. Estudos em gémeos demonstraram 

que a quantidade de HbF em adultos é, no essencial, geneticamente controlada (89%), 

mas a etiologia genética é complexa (Thein 2017). Neste sentido, a identificação dos 

genes ou variantes genéticas, bem como a compreensão dos mecanismos moleculares que 

relacionam os fatores genéticos poderão revelar novos alvos terapêuticos e novas 

abordagens farmacológicas para atenuar os sintomas da anemia falciforme e das formas 

graves de talassemia (Crawford, 2007; Uda et al., 2008; Thein e Menzel, 2009; Thein et 

al., 2009; Borg et al., 2010; Lettre, 2012¸ Sankaran e Orkin, 2013; He et al., 2017; Thein, 

2018). 
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1.2.1 Loci principais associados ao aumento de HbF 

Através de estudos epidemiológicos e estudos de associação genómica ampla (na sigla 

inglesa GWAS- genome-wide association study), diversos loci foram associados ao 

aumento dos níveis de HbF em doentes com β-talassemia ou anemia falciforme, de 

origem asiática, africana e europeia, nomeadamente os polimorfismos: i) rs7482144 (C/T) 

(também conhecido por XmnI), situado na posição -158 da região promotora do gene 

HBG2 localizado no cromossoma 11p15; ii) a região intergénica HMIP (localizada entre 

os genes HBS1L-MYB), localizada no cromossoma 6q23; iii) e o gene BCL11A, presente 

no cromossoma 2p16. Os polimorfismos situados nestas três regiões contribuem com 20-

50% da variação de HbF, sendo considerados os três principais loci de características 

quantitativas (QTL – quantitative trait loci) associados à variabilidade de HbF (Thein e 

Menzel, 2009; Thein et al., 2009; Chan et al., 2016). A restante base genética associada 

à variabilidade de HbF permanece desconhecida e poderá envolver outros loci com 

contribuição modesta (Thein e Menzel, 2009).  

O polimorfismo XmnI-HBG2 rs7482144 é uma variante comum em todos os grupos 

populacionais o que a torna um achado revelante para a clínica das hemoglobinopatias. A 

sua influência nos níveis de HbF foi há muito identificada em estudos clínicos e 

epidemiológicos e comprovada em diversos grupos populacionais (Labie et al., 1985a; 

Thein et al., 1987; Weatherall e Clegg, 2001 in Thein, e Menzel, 2009). Porém, apesar da 

sua descoberta, o significado funcional desta mutação ainda não foi esclarecido, e existe 

a possibilidade de estar em desequilíbrio de ligação com um outro polimorfismo no 

cluster da β-globina (Weatherall, 2012). Esse desequilíbrio foi evidenciado através de um 

trabalho efetuado por Neishabury et al. (2011), no qual é referido que o polimorfismo 

rs7482144 se encontra em desequilíbrio de ligação com um polimorfismo situado na 

região de controlo (LCR) do locus β-globina no local 5′HS4. 

Como já foi referido anteriormente, os polimorfismos situados nos genes BCL11A e 

HBS1L-MYB (HMIP) estão associados ao aumento de HbF. Num estudo efetuado por 

Farrel et al. (2011) em indivíduos chineses heterozigóticos para β-talassemia, a 

variabilidade de HbF resultante dos polimorfismos localizados na região HMIP foi 

estimada em cerca de 13,5% e o gene BCL11A seria responsável por 6,4% da variação de 

HbF nessa amostra (Farrel et al., 2011). 
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No que diz respeito aos polimorfismos situados no gene HMIP, o estudo realizado por 

Farrel et al. (2011), descreve uma deleção de três pares de bases (del 3-pb TAC) 

(rs9399137) que está em desequilíbrio de ligação com o polimorfismo rs9399137, o mais 

conhecido e associado ao aumento de HbF entre as populações europeias, africanas e 

chinesas. Para Farrel et al. (2011), a deleção de 3-pb é possivelmente o polimorfismo 

mais significativo da região HMIP na modulação de HbF. 

Relativamente ao gene BCL11A, este foi identificado como um repressor quantitativo, 

tendo já sido realizadas manipulações na sua expressão através de abordagem genómicas 

e de edição genética, de forma a auxiliar em novos alvos terapêuticos para o tratamento 

das hemoglobinopatias (Thein, 2018). O aumento dos níveis de HbF estão associados à 

redução da expressão do gene BCL11A (Sankaran et al., 2008). A regulação negativa do 

gene leva ao aumento da expressão de HbF, visto que esse gene tem um papel direto na 

regulação do gene da -globina. A proteína BCL11A não interage diretamente com o 

promotor do gene gama, mas ocupa diversos locais no cluster da β-globina reprimindo a 

expressão do gene gama-globínico (Thein 2018). No estudo realizado por Uda et al. 

(2008) na população da Sardenha identificou-se a associação dos níveis de HbF com 

diversas variantes localizadas no gene BCL11A, incluindo o SNP rs11886868 com valores 

p = 10−35). Outros estudos de associação revelaram que o SNP BCL11A rs1427407 mostra 

uma forte associação com HbF em doentes com anemia falciforme (Bauer et al., 2013). 

Estas associações entre os polimorfismos situados no gene BCL11A e os níveis de HbF 

foram identificadas em diversas hemoglobinopatias, auxiliando na melhoria da 

caracterização do fenótipo associado aos distúrbios da hemoglobina (Uda et al., 2008). 

Assim, o gene BCL11A surge como um bom alvo terapêutico para a reativação da HbF 

(Sankaran et al., 2008). 
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1.2.2 Outros loci associados ao aumento de HbF 

Além dos três principais QTL associados ao aumento de HbF (XmnI-HBG2, HMIP e 

BCL11A), outros trabalhos evidenciaram a existência no genoma de outros genes e 

polimorfismos genéticos potencialmente associados ao aumento HbF.  

 

a) LCR-5′HS4 

A região LCR-5′HS4 (beta-globin locus control region) faz a regulação da expressão 

dos genes gama e beta globínicos através de ligação de fatores de transcrição, os quais 

são responsáveis pela regulação da expressão dos genes, com o objetivo de garantir a 

expressão correta em termos de momento e quantidade (Neishabury et al., 2012). 

Neishabury et al. (2011), numa amostra iraniana composta por doentes com -talassemia 

intermédia identificaram um polimorfismo A/G na região palindrómica LCR-5′HS4. O 

estudo sugeriu que os SNPs presentes na região central do LCR 5′HS4 teriam um impacto 

no fenótipo da talassemia em indivíduos iranianos e os investigadores sugeriram que esse 

local, nomeadamente o polimorfismo rs16912979 A>G, seria um possível candidato 

funcional associado ao polimorfismo XmnI-HBG2 na modificação do fenótipo de HbF. 

 

b) Genes DCHS2 e RNF113B 

Num estudo recente, Sheehan e colaboradores (2014) identificaram, por sequenciação 

massiva de exomas, diversas variantes influenciadoras da resposta à indução da síntese 

de HbF por hidroxiureia numa coorte pediátrica de doentes com anemia falciforme de 

origem africana. Esta investigação tinha como objetivo usar a abordagem 

farmacogenómica para investigar a associação fenótipo-genótipo através da sequenciação 

completa do exoma em crianças com anemia falciforme, tratadas com hidroxiureia. 

Foram identificadas diversas variantes raras e comuns associadas à indução de HbF por 

hidroxiureia, em particular, duas variantes funcionais, rs61746132 (p.Pro1676Lys) no 

gene DCHS2 e rs16955011 (p.Val92Met) no gene RNF113B, com frequências do alelo 

minor (MAF) >10% (Sheehan et al., 2014).  
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c) Gene ARHGAP18 

Num outro trabalho recente foram explorados e analisados diversos dados sobre o 

genoma humano que evidenciassem a ação da seleção natural positiva ao nível dos SNPs 

(He et al., 2017). Através da aplicação Haplotter, disponível online, foram observados os 

principais resultados associados a episódios de seleção positiva no genoma humano com 

base em dados do HapMap. O estudo foi realizado numa amostra de 1141 indivíduos 

chineses com β-talassemia e as análises bioinformáticas corroboraram a associação entre 

polimorfismos genéticos e níveis de HbF (He et al., 2017). Os resultados demonstraram 

que o SNP rs 11759328, localizado no gene ARHGAP18, estaria relacionado, 

significativamente, com o aumento dos níveis de HbF (p = 5.1e-4) e teria estado sujeito a 

uma seleção positiva para o aumento dos níveis de HbF em indivíduos com β-talassemia 

(He et al., 2017).  

 

d) Gene KLF1 

O gene KLF1, localizado no cromossoma 19, codifica um fator de transcrição que se 

liga à região promotora do gene beta e induz a expressão dos genes da beta globina e 

outros genes eritroides, necessário para a adequada maturação das células eritroides e 

desempenhando um papel importante na troca da expressão de globinas. As mutações no 

gene KLF1 podem resultar numa ampla diversidade de fenótipos hematológicos (Waye,e 

Eng, 2015).  No caso de distúrbios benignos, resultantes da haploinsuficiência de KLF, 

estes são considerados funcionais, pois os portadores apresentam níveis elevados de HbF 

ou de HbA2 (Waye,e Eng, 2015). 

Uma investigação realizada em indivíduos de ascendência africana, indiana e do 

sudeste asiático, mostrou que as mutações no gene KLF1 estavam presentes de forma 

significativa no grupo de indivíduos com os níveis aumentados de HbF (Gallienne et al., 

2012). O mecanismo proposto para que as mutações no KLF1 estivessem a provocar o 

aumento de HbF seria a redução da ativação do BCL11A, o que provocaria uma 

insuficiência indireta na repressão da síntese de γ-globina (Gallienne et al., 2012).  Essa 

associação entre os genes KLF1 e o BCL11A já tinha sido reconhecida noutro estudo 

anterior (Borg et al., 2010), sendo referido que o Knockdown do KLF1 provocava a 

diminuição da expressão de BCL11A.  
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No estudo de Gallienne et al. (2012) foi ainda identificada uma mutação no promotor 

do gene KLF1 (-148G> A) associada ao aumento dos níveis de HbF. Esta mutação está 

localizada dentro de um sítio de ligação do fator de transcrição Sp1, resultando na redução 

da expressão do gene KLF1 in vivo (Gallienne et al., 2012).  

 

1.3 Objetivos 

O objetivo principal deste trabalho foi identificar variações genéticas associadas ao 

aumento de HbF numa amostra de indivíduos portugueses com β-talassemia minor. Para 

isso, foram selecionados: 

i) três polimorfismos localizados nos três QTL principais XmnI-HBG2 

rs7482144, HMIP rs66650371 (del 3pb) e BCL11A rs1427407, já 

conhecidos como estando associados a HbF noutras populações com β-

talassemia minor; 

 

ii)  outros polimorfismos previamente descritos noutras regiões genómicas, 

potencialmente envolvidos na regulação de HbF, nomeadamente, os SNPs 

LCR-5’HS4 rs16912979, RNF113B rs16955011, KLF1 rs79334031 (-

148A/G), DCHS2 rs61746132 e ARHGAP18 rs11759328.  
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2. Material e Métodos 

2.1 Amostra 

Para o estudo genético dos polimorfismos associados ao aumento de HbF foram 

recolhidas 66 amostras sanguíneas de indivíduos portugueses com β-talassemia minor 

(heterozigóticos para mutações no gene HBB), diagnosticados no Serviço de Hematologia 

Clínica do Centro Hospitalar e Universitário de Coimbra (CHUC).  Os indivíduos com β-

talassemia minor são saudáveis e assintomáticos sendo o diagnóstico feito pela presença 

aumentada de HbA2 (≥3,5%). 

Como está descrito na Tabela 1, a amostra é constituída por 30 indivíduos do sexo 

masculino e 36 do sexo feminino, com idades compreendidas entre os 2 e os 77 anos. 

Relativamente aos parâmetros hematológicos apresentam valores de HbF entre os 0,2% 

e 9% e de HbA2, entre 3,4% e 6,8%.  

A sequência do gene HBB foi analisada por sequenciação direta, tendo sido 

identificadas seis mutações diferentes. As duas mutações mais comuns foram c.92+6T>C 

[IVSI-6 (T>C)] (n=25) e c.118C>T [CD39 CAG> TAG)] (n=20). Foram ainda  

encontradas as seguintes mutações: c.48G>A [CD15 TGG>TGA] (n=10), c.92+1G>A 

[IVS-I-1 (G>A)] (n=8) e c.93-21G>A [IVSI-110 G>A] (n=3). 

 

Tabela 1: Dados demográficos e parâmetros hematológicos dos indivíduos com β- talassemia minor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abreviaturas: SE: Erro padrão; mín-máx: valores de mínimo e máximo; n: número. 

 

Características Valores 

Idade média (SE) 32,12 (±2,67) 

Idade (mín-máx) 2-77 

Masculino (n) 30 

Feminino (n) 36 

Parâmetros Hematológicos 

HbF média (SE) 2,19 (± 0,26) 

HbF (mín-máx) 0,2-9,0 

HbA2 média (SE) 4,77 (± 0,92) 

HbA2 (mín-máx) 3,4-6,8 
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2.2 Seleção de polimorfismos para análise 

Com o objetivo de analisar variantes genéticas que pudessem estar relacionados com 

o aumento de HbF na população portuguesa, foi realizada uma pesquisa bibliográfica, da 

qual foi possível selecionar os oito polimorfismos utilizados neste trabalho (Tabela 2). 

 

Tabela 2: Genes e polimorfismos selecionados para estudo de associação com o aumento de HbF.  

Chr: posição Gene SNP Referência 

2: 60490908 BCL11A 
rs1427407 

 
Menzel et al., 2007; Bauer et al., 2013 

4:154235260 DCHS2 rs61746132 Sheehan et al., 2014 

6: 129691228 ARHGAP18 rs11759328 He et al., 2017 

6: 135097495-497 HMIP rs66650371 Farrel et al., 2011; Thein e Menzel, 2009 

11: 5254939 HBG2 rs7482144 Neishabury et al., 2012 

11: 5288465 LCR-5’HS4 rs16912979 Neishabury et al., 2012 

13:98176963 RNF113B rs16955011 Sheehan et al., 2014 

19: 12887288 KLF1 rs79334031 Radmilovic et al., 2012 

Abreviaturas: Chr: Cromossoma. 

 

2.3 Genotipagem  

A análise laboratorial foi realizada no Laboratório de Genética Humana do Centro 

de Investigação em Antropologia e Saúde (CIAS), do Departamento de Ciências da Vida 

da Universidade de Coimbra.  

A extração de ADN genómico de algumas amostras sanguíneas foi previamente 

realizada no laboratório da Unidade de Hematologia Molecular do Hospital Pediátrico de 

Coimbra (CHUC), e as restantes extrações foram efetuadas no Laboratório de Genética 

Humana (CIAS), recorrendo ao FavorPrepTM Genomic DNA Mini Kit (Favorgen Biotech 

Corp., Taiwan), seguindo com as recomendações do fabricante (anexo 1).  

Os polimorfismos BCL11A rs1427407, DCHS2 rs61746132, HBG2 rs7482144, LCR-

5’HS4 rs16912979, RNF113B rs16955011 e KLF1 rs79334031 foram estudados por 

Restriction fragment length polymorphism (RFLP) recorrendo a enzimas de restrição.  
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O polimorfismo HMIP rs66650371 (3 pb-del) foi estudado por electroforese em gel 

horizontal de poliacrilamida (10%) após amplificação por Polymerase Chain Reaction 

(PCR) utilizando 2 pares de primers, específicos para cada alelo (amplification refractory 

mutation system), de acordo com Farrell et al. (2011). 

O polimorfismo do gene ARHGAP rs11759328 foi estudado com sondas TaqMan por 

real time-PCR através do equipamento GFX 96Tm Real-TimeSytem C1000 Touch 

Thermol Cycler (BioRad laboratories, CA, USA).  

Para as sequenciações de Sanger foi utilizado o sequenciador automático ABI 3130 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) localizado no laboratório de Hematologia 

do Hospital Pediátrico de Coimbra. 

 

2.3.1 Amplificação da região alvo 

a) Amplificação de ADN por Polymerase Chain Reaction (PCR) 

A reação em cadeia da polimerase (na sigla inglesa PCR - Polymerase Chain 

Reaction) é uma metodologia utilizada para a amplificação de fragmentos de ADN 

utilizando a enzima Taq DNA-polimerase, responsável pela replicação do material 

genético através da síntese de uma sequência complementar do ADN alvo de estudo. 

Através dos primers a sequência a ser replicada é identificada e copiada milhares a 

milhões de vezes (Novais et al., 2004). 

Para analisar os diferentes polimorfismos das amostras foram realizadas 

amplificações da região alvo por PCR. Na tabela 3 estão descritos os constituintes da 

solução de reacção, a sua concentração e quantidades.  

Tabela 3: Componentes da mistura da reação de PCR, concentração e quantidade.  

Reagentes Volume por amostra (µl) 

Água bi-destilada 16,5 𝜇𝑙 

Tampão 10x 2,5 𝜇𝑙 

MgCl2 (25mM) 3 𝜇𝑙 

dNTPs (10 mM cada) 0,5 𝜇𝑙 

Primer direto (100 ng/ µl) 0,5 𝜇𝑙 

Primer reverso (100 ng/ µl) 0,5 𝜇𝑙 

Taq (5 U/ µl) 0,1 𝜇𝑙 
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ADN 1,5 𝜇𝑙 

Volume final 25 𝜇𝑙 

 

O protocolo de execução da amplificação (Tabela 4), foi realizado no termociclador 

TProfessional (Biometra). Procedeu-se à desnaturação inicial durante 5 minutos a 94ºC, 

de seguida realizou-se 35 ciclos que consistiram na desnaturação a 94ᵒC durante 45 

segundos, hibridização dos primers durante 45 segundos (dependendo do primers a 

temperatura de hibridização variou entre 52ºC e 62ºC; consultar tabela 5) e extensão a 

72ºC durante 45 segundos.  Foi feita uma extensão final da cadeia de ADN a 72ªC durante 

5 minutos. 

 

Tabela 4: Protocolo de execução do programa de amplificação por PCR 

Fase Temperatura Tempo Ciclos 

Desnaturação Inicial 94ºC 5 min. 1x 

Desnaturação 94ºC 30seg. 

35x Hibridização 52-62ºC 45seg. 

Extensão 72ºC 45 seg. 

Extensão final 72ºC 5 min. 
 

Manutenção 8ºC ∞ 

Abreviaturas: seg: segundos; min: minutos. 

 

Relativamente aos primers utilizados na amplificação de ADN por PCR, os mesmos 

são discriminados na Tabela 5, na qual é possível observar os genes, o SNPs e as 

sequências dos primers utilizados, como a referência do local/ artigo onde foi obtido a 

sequenciação. Na inexistência de artigo foi realizada uma busca de primers recorrendo ao 

programa Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/) (Rozen e Skaletsky, 2000). 
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Tabela 5: Primers e temperaturas de hibridização utilizadas para cada SNP para amplificação de 

ADN segundo a técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR). 

 

Abreviaturas:   Dir: direto; Rev: reverso; Temp: Temperatura de hibridização; Ref: Referência; *Primers obtidos 

através do programa Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/). 

  

Gene SNP Primers Temp Ref 

BCL11A rs1427407 
Dir: 5’-CCTAAAAGGGAAGTTATTTTTCCA-3’ 

Rev:5’-TTTGCTCTTCTCCAGGGTGT-3’ 
58ºC * 

DCHS2 rs61746132 
Dir: 5’-GCAGTCACCATCACATCAG-3’ 

Rev: 5’-GCCACTGTTCTGTGGAAGGA-3’ 
60ºC * 

ARHGAP18 rs11759328 
Dir: 5’- GTTTATGGGGAAGGAAGGA-3’ 

Rer: 5’-GGGGCCAAAGTCTGTGTAGT-3’ 

 

58ºC 

 

* 

HMIP rs66650371 

Dir: 5’-TCACTCTGGACAGCAGATGTTACTAT-3’ 

Rer: 5’- CTCAGTGATGGTATTTCTGGAGAC-3’ 

60ºC 

Farrell 

et al. 

(2011) Dir: 5’- AGCCCGTCCAGACACTCATTGTT-3’ 

Rev: 5’-CCCTGATAACATTTTGTGGTTTTCATTTAACAT-3’ 

HBG2 rs7482144 
Dir: 5’-AACTGTTGCTTTATAGGATTTTT-3’ 

Rev: 5’-AGGAGCTTATTGATAACCTCAGAC-3’ 
58ºC 

Sutton 

et al. 

(1989) 

LCR-5’HS4 rs16912979 
Dir: 5’-CACAACGACCCATATAGACA -3’ 

Rev: 5’-GGAAATCATTTACTCCAGACTC-3’ 
52ºC 

Faà et 

al. 

(2006) 

RNF113B rs16955011 
Dir: 5’-GGTGTCCTGCTCGAAGTCA-3’ 

Rev: 5’-CTCCACAGCTGGCAGAAGG-3’ 
62ºC * 

KLF1 rs79334031 
Dir: 5’-TTGACTTGGCTTTGGACACA-3’ 

Rev: 5’-GAGGGCTCCTCTCTGTCCTT-3’ 
62ºC * 
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b) Amplificação por real time-PCR com Sondas de TaqMan 

A análise em Real Time-PCR foi apenas efetuada no estudo do polimorfismo 

rs11759328 do gene ARHGAP18, utilizando o kit C_2465575_20 (Applied Biosystems, 

Foster City, USA). O protocolo da reação encontra-se discriminado na Tabela 6. 

As sondas TaqMan são usadas para amplificação e deteção de variações na sequência 

de ADN através da emissão de sinal fluorescente, provocado pela degradação da sonda 

durante a atividade da enzima polimerase. A sonda TaqMan é constituída por um corante 

reporter fluorescente na extremidade 5´ e um silenciador (quencher) na extremidade 

3´(figura 5). O Silenciador (quencher) reduz a fluorescência emitida pelo corante do 

reporter, através da transferência de energia de ressonância fluorescente (FRET). Quando 

a taq polimerase atinge a sonda ela cliva a molécula, o que faz com que o corante reporter 

se separe do corante silenciador, resultando no aumento do sinal do corante repórter, 

detetando-se assim através da intensidade da fluorescência do corante no produto alvo.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Neste processo de discriminação alélica a amplificação da região do SNP estudada 

foi discriminada através de sondas especificas para cada alelo do SNP, sendo essas o 

Fluoróforo FAM e o Fluoróforo HEX. 

 

 

 

Figura 5: Ilustração de uma sonda TaqMan; F: Fluoróforo; 

Q: quencher  (Novais et al., 2004). 
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Tabela 6: Protocolo de soluções para o estudo das amostras com sondas TaqMan. 

Reagentes Volume por Amostra (µl) 

Água bi-destilada 10 𝜇𝑙 

Mix (2x) 12,5 𝜇𝑙 

Sonda (20x) 0,5 𝜇𝑙 

ADN 2 𝜇𝑙 

Volume final 25 𝜇𝑙 

 

As amplificações foram realizadas num GFX 96Tm Real-TimeSytem C1000 Touch 

Thermol Cycler (BioRad laboratories, CA, USA).  Como é possível observar na Tabela 

7, iniciou-se a desnaturação a uma temperatura de 95ºC durante 10 minutos e um ciclo de 

40 repetições que compreendiam a desnaturação a 90ºC durante 15 segundos e a 

hibridização/extensão a 60ºC durante 1 minuto. 

 

Tabela 7: Programa de amplificação por real time-PCR 

Fase Temperatura Tempo Ciclos 

Desnaturação inicial 95ºC 10 min. 1 

Desnaturação 90ºC 15 seg. 

40 Hibridização/ 

Extensão 
60ºC 1 min. 

Abreviaturas: seg: segundos; min: minutos. 

 

2.3.2 Digestão com enzimas de restrição  

As enzimas de restrição permitem isolar fragmentos de ADN com base na sua 

capacidade para reconhecer sequências específicas de nucleótidos. Após a digestão é 

possível observar os diferentes fragmentos resultantes do corte efetuado pela enzima de 

restrição através de eletroforese em gel (Susanne, 2003). Deste modo, é possível fazer a 

discriminação alélica através do padrão de migração dos diferentes fragmentos 

produzidos durante a digestão. Na Tabela 8 é possível observar as enzimas de restrição 

utilizadas neste trabalho para cada SNP juntamente com as condições de incubação.  
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Tabela 8: Digestão de enzima para cada SNP com as condições de incubação. 

Abreviaturas: Temp: tempo. 

 

2.4 Observação em eletroforese   

Visualização por eletroforese em gel de agarose 

O ADN é uma molécula que possui carga negativa devido à presença de grupos 

fosfato como constituintes dos nucleótidos. Quando é inserido numa matriz de gel, 

submetida a um campo elétrico, tende a deslocar-se em direção ao polo positivo (Corrêa 

e Possik, 2012). A velocidade com que os fragmentos de ADN se movem no gel depende 

Gene SNP Enzima Fragmento 
Condições incubação 

(Temp /Duração) 

BCL11A rs1427407 HpyCH 4 III 

Alelo G:137+76 

Alelo T:213 

Fragmento PCR:213 pb 

37º C / 16h 

DCHS2 rs61746132 Nla IV 

Alelo G: 76+ 122 

Alelo A: 188 

Fragmento PCR:188 pb 

37º C / 16h 

HBG2 rs7482144 Xmnl 

Alelo C:657 

Alelo T:207+450 

Fragmento PCR:657 pb 

37º C / 16h 

LCR-5’HS4 rs16912979 HAE III 

Alelo A: 457+ 333+57 

Alelo G: 333+282+175+57 

Fragmento PCR: 847pb 

37ºC / 16h 

RNF113B rs16955011 NlaIII 

Alelo C:116+34 

Alelo T:34+48+68 

Fragmento PCR: 150 pb 

37ºC / 16h 

KLF1 rs79334031 FauI 

Alelo G:95+61 

Alelo A:156 

Fragmento PCR:156 pb 

55º C / 16h 
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do seu tamanho, permitindo, a dado momento, distinguir os fragmentos maiores, que se 

deslocam mais lentamente, dos mais pequenos, que deslocam mais rapidamente. 

A observação dos fragmentos de ADN foi efetuada por eletroforese em gel de agarose 

a 2%, corados com brometo de etídio e visualizados à luz ultravioleta, ou em gel 

horizontal de poliacrilamida a 10%, seguida de coloração com nitrato de prata. 

Neste trabalho a eletroforese foi utilizada para duas finalidades: 

 

I. Observação do produto amplificado por PCR 

Após a realização da amplificação do ADN alvo por PCR foi necessário conferir se 

o material foi ou não amplificado. Este procedimento foi efetuado a seguir à PCR com 

recolha do produto da reação, juntamente com o controlo negativo (realizado em todas as 

amplificações juntamente com as amostras, de forma a confirmar a inexistência de 

contaminações), e subsequente eletroforese em gel de agarose a 2%. 

 

II. Observação do produto produzido por digestão com enzimas de 

restrição (PCR-RFLP) 

Para a observação dos alelos gerados por cada um dos polimorfismos em estudo foi 

realizada uma eletroforese após a digestão com a enzima de restrição respetiva (Tabela 

8). A eletroforese foi efetuada em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etídio (0,2 

mg/ml), e em gel de poliacrilamida a 10%. A observação de bandas no gel de 

poliacrilamida foi realizada através da coloração com nitrato de prata (Silver-staining). O 

procedimento foi realizado consoante as indicações de Budowle et al. (1991), podendo 

as mesmas serem observadas no anexo 2. 

 

2.5 Sequenciação 

Após a realização da genotipagem realizou-se a sequenciação de algumas amostras 

através do método de Sanger (Sanger et al., 1977) para confirmar os resultados obtidos 

com os métodos de genotipagem previamente descritos.  
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Procedeu-se à realização do protocolo de purificação (Tabela 9), no qual os restantes 

produtos amplificados foram purificados com um 1 µL Exosap (USB, Cleveland, OH, 

USA) a 37ºC durante 15 minutos e depois a 80ºC durante 15 minutos. Depois da 

purificação da amostra foi realizada a sequenciação (Tabela 9), utilizando o kit BigDye® 

Terminator v1.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems), neste processo utilizou-se 

6,5 𝜇𝑙 água bi-destilada, na qual se juntou o produto purificado,1 µL de BigDye e 0,5 µL 

de primer (direto ou reverso, 100 ng/ µL). A solução foi inserida no termociclador, 

realizando 25 ciclos:  96ºc (20 segundos) e 60ºc (2 minutos). 

 

Tabela 9: Protocolo de Sequenciação 

Purificação Sequenciação 

Protocolo de solução 
Protocolo do 

Programa 
Protocolo de solução 

Protocolo do 

Programa 

Produto 

amplificado 
4 𝜇𝑙 37ºC 15 min. 

Água bi-

destilada 
6,5 𝜇𝑙 96ºC 20 seg. 

25X 

Exosap 1 𝜇𝑙 80ºC 15 min. 
Produto 

purificado 
2,0 𝜇𝑙 60ºC 2 min. 

 

8ºC 15 min. Big Dye 1 𝜇𝑙 8ºC  

 Primer (100 

ng/ µl) 
0,5 𝜇𝑙    

Abreviaturas: seg: segundos; min: minutos. 

 

2.6 Análise estatística  

Para cada polimorfismo foram calculadas as frequências alélicas e genotípica e 

verificada se a sua proporção se encontra no Equilíbrio de Hardy-Weinberg. A associação 

estatística entre os polimorfismos e os níveis de HbF (após transformação logarítmica) 

foi analisada por regressão linear em modelo aditivo (o que assume que o genótipo 

heterozigótico representa um risco intermédio para a condição em relação aos dois 

genótipos homozigóticos). Foi calculado o coeficiente de regressão beta (β) que 

representa o efeito de cada alelo minor sobre a variável dependente em estudo (níveis de 

HbF). Foi avaliada a influência dos haplótipos nos níveis de HbF combinando os dois 

polimorfismos localizados no cluster beta-globínico (LCR-5’HS4 rs16912979 e XmnI-
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HBG2 rs7482144) e avaliado o efeito cumulativo dos alelos de risco (alelos minor) dos 

polimorfismos que foram encontrados significativamente associados a HbF. 

O cálculo das frequências alélicas, o teste ao Equilíbrio de Hardy-Weinberg, a 

regressão linear (com cálculo dos parâmetros β, IC 95%: intervalo de confiança 95% e 

valores de p) e a associação haplotípica foram realizados com recurso ao programa 

informático PLINK (www.pngu.mgh-harvard.edu/purcell/plink) (Purcell et al., 2007). 

A exploração de dados, o teste Mann-Whitney para comparação das médias de HbF 

entre genótipos, testes de qui-quadrado e elaboração dos gráficos, foram efetuados com 

o programa informático IBM SPSS Statistics – v20 (Statistical Package for the Social 

Sciences).  
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3. Resultados 

3.1 Genotipagem  

Nas figuras seguintes são mostradas as diferentes metodologias utilizadas neste 

trabalho onde podem ser observados os genótipos obtidos para alguns dos SNPs 

analisados.  

 

 Na Figura 6, é possível observar o padrão eletroforético obtido em gel de 

poliacrilamida dos fragmentos amplificados por PCR de forma a identificar a deleção de 

3-pb do polimorfismo rs66650371 no locus HMIP. São mostrados os três genótipos 

homozigótico normal (sem deleção), homozigótico com deleção e heterozigótico 

normal/com deleção. 

 

Figura 6: Genótipos obtidos para a deleção de 3-pb do SNP rs66650371 (HMIP) por eletroforese horizontal em gel de 

poliacrilamida. 1,12: indivíduos homozigóticos para a deleção; 2, 3, 7, 8, 10, 11, 13, 14: indivíduos heterozigóticos 
(alelo normal e alelo deleção); 4,5,6, 9: Indivíduos homozigóticos sem deleção. 

 

Na Figura 7 é observável o padrão eletroforético em gel de poliacrilamida, da 

discriminação alélica para o polimorfismo rs7482144 do loci HBG2, após a digestão com 

a enzima de restrição XmnI. São mostrados os três genótipos C/C, C/T e T/T. 
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Figura 7: Genótipos obtidos para o polimorfismo XmnI-HBG2 rs7482144 através da técnica RFLP, por eletroforese 

horizontal em gel de poliacrilamida. 1,6,9: indivíduos heterozigóticos (T/C); 2,3: indivíduos homozigóticos para o 
alelo derivado (T/T); 4,5,7,8,10: Indivíduos homozigóticos para alelo ancestral (C/C). 

 

Na Figura 8, é possível observar os diferentes genótipos (C/C, C/T e T/T) obtidos 

através da utilização de sondas TaqMan por real time-PCR, para o polimorfismo 

rs11759328 (ARHGAP18). A discriminação alélica foi efetuada através da interpretação 

da intensidade da fluorescência do corante FAM e HEX, a linha azul representa o alelo 

minor, enquanto a linha vermelha representa o alelo major. 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Genótipos obtidos para o polimorfismo rs11759328 (ARHGAP18) com recurso às sondas TaqMan em real 

time-PCR. a): genótipo homozigótico derivado (T/T); b): genótipo homozigótico ancestral (C/C); c): genótipo 
heterozigótico (C/T). 
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Na figura 9, são mostrados os genótipos heterozigótico G/T e homozigótico T/T 

visualizados através da sequenciação de Sanger, para o polimorfismo rs1427407 no locus 

BCL11A.  

Figura 9: Genótipos obtidos para o polimorfismo BCL11A rs1427407, através da sequenciação de Sanger. a): genótipo 

heterozigótico (G/T); b): genótipo homozigótico para o alelo derivado (T/T). 

 

3.2 Associação individual aos níveis de HbF  

Na análise dos dados estatísticos referentes aos indivíduos com β-talassemia minor, 

a Tabela 10 mostra os resultados obtidos. Podem ser observadas as frequências alélicas 

para o alelo minor (MAF – minor allele frequency) na amostra em estudo, bem como os 

valores de MAF para populações europeias e africanas depositados na base Ensembl 

(https://www.ensembl.org/). A distribuição dos genótipos encontra-se no equilíbrio de 

Hardy-Weinberg na população em estudo para todos os polimorfismos analisados neste 

trabalho (p >0,05).  

A associação dos polimorfismos aos níveis de HbF foi analisada por regressão linear, 

em modelo aditivo (Tabela 10). Não se verificaram valores de associação estatisticamente 

significativos para os polimorfismos nos genes DCHS2 (rs61746132), RNF113B 

(rs16955011), ARHGAP18 (rs11759328), KLF1 (rs79334031) e LCR-5’HS4 

(rs16912979) (com valores p a variar entre 0,206 e 0,911). Por outro lado, verificaram-se 

valores p significativos na associação aos níveis de HbF para os polimorfismos BCL11A 

rs1427407 (p = 0, 033), HMIP rs66650371 (p = 0,004) e XmnI-HBG2 rs7482144 (p = 
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0,004). Foram obtidos valores positivos de beta (0,20, 0,24 e 0,28, respetivamente) o que 

significa que são os alelos minor a influenciar o fenótipo. A variabilidade de HbF 

explicada por cada um destes polimorfismos foi de 12,5% para o SNP HMIP rs66650371, 

12,4% para XmnI-HBG2 rs7482144 e 6,9% para BCL11A rs1427407. A significância 

estatística manteve-se significativa utilizando a idade e o sexo como covariáveis 

(rs1427407, p = 0,016; rs66650371, p = 0,006; rs7482144, p = 0,005).   
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Tabela 10: Resultados da associação entre os SNPs em estudo e os níveis de HbF no grupo de indivíduos com β-talassemia minor. 

 

Abreviaturas: N: número de amostra; Alelos: 1-minor, 2-major; MAF: frequência do alelo minor; p-HWE: valor-p obtido através do equilíbrio de Hardy-Weinberg; Beta: coeficiente de 

regressão; SE: Erro padrão; 

P: valor-p obtido através da análise de regressão linear em modelo aditivo;                                                                                                                                                                                            

P*: valor-p ajustado ao sexo e idade; Valores p significativos (p <0,05) a negrito;                                                                                                                                                                          

Posição de cromossoma (Chr:posição) de acordo com o Ensembl;                                                                                                                                                                                                              

# dados retirados do Ensembl 

 

Chr: posição Gene SNP 
Alelos 

(1:2) 

MAF 

AFR# 

MAF 

EUR# 
N MAF P-HWE Beta SE 

Variância 

(%) 
P P* 

2: 60490908 BCL11A rs1427407 T:G 0,24 0,15 66 0,174 0,092 0,200 0,092 6,87 0,033 0,016 

4:154235260 DCHS2 rs61746132 A:G 0,14 0,01 66 0,038 1 -0,012 0,213 0,005 0,953 0,864 

6: 129691228 ARHGAP18 rs11759328 T:C 0,08 0,19 66 0,174 0,392 -0,081 0,099 1,04 0,415 0,896 

6: 135097495-497 HMIP rs66650371 Del:N 0,04 0,26 66 0,280 0,557 0,243 0,080 12,5 0,004 0,006 

11: 5254939 HBG2 rs7482144 T:C - - 66 0,174 0,392 0,281 0,093 12,4 0,004 0,005 

11: 5288465 LCR-5’HS4 rs16912979 G:A 0,52 0,19 66 0,246 1 0,146 0,090 4,03 0,109 0,206 

13:98176963 RNF113B rs16955011 T:C 0,19 0,07 66 0,106 0,537 0,076 0,126 0,56 0,549 0,486 

19: 12887288 KLF1 rs79334031 A:G - 0,04 66 0,053 1 0,139 0,182 0,91 0,445 0,480 
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Na Figura 10 é possível observar os Box-plots da distribuição do nível de HbF (log-

transformada) dos polimorfismos BCL11A (rs1427407), HMIP (rs66650371) e XmnI-

HBG2 (rs7482144) que obtiveram valores p significativos na associação com os níveis 

de HbF. É possível inferir pela observação dos Box-plots que a distribuição do nível de 

HbF tende a aumentar nos genótipos com o alelo derivado, verificando-se níveis mais 

elevados de HbF nos genótipos homozigóticos para o alelo minor. 

Os Box-plots para os polimorfismos rs61746132 (DCHS2), rs16955011 (RNF113B), 

rs11759328 (ARHGAP18), rs79334031 (KLF1) e rs16912979 (LCR-5’HS4) para os quais 

não foram obtidos valores p significativos na associação com os níveis de HbF podem ser 

consultados no apêndice.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Box-plots da distribuição do nível de HbF (log-transformada) dos polimorfismos rs1427407 

(BCL11A), rs66650371 (HMIP) e rs7482144 (XmnI- HBG2), tendo em conta os genótipos: homozigótico para o 

alelo ancestral; heterozigótico; homozigótico para o alelo derivado. 
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Se compararmos a média dos níveis de HbF entre os diferentes genótipos de cada 

SNP, agrupando os dois genótipos com o alelo minor de cada polimorfismo (Tabela 11 ), 

verificamos que para os polimorfismos localizados nos genes DCHS2 (rs61746132), 

RNF113B (rs16955011), ARHGAP18 (rs11759328), KLF1 (rs79334031) e LCR-5’HS4 

(rs16912979)  não foram obtidas diferenças estatisticamente significativas entre os níveis 

de HbF entre os dois grupos de genótipos (valores de p entre 0,198 e 0,808), em 

concordância com os resultados obtidos por regressão linear. 

Por outro lado, para os polimorfismos BCL11A (rs1427407), HMIP (rs66650371), 

HBG2 (rs7482144) foram obtidos valores de p significativos quando comparados os dois 

grupos de genótipos (Tabela 11), verificando-se valores de médias de HbF mais elevada 

no grupo dos genótipos heterozigóticos e homozigóticos para o alelo derivado.   

 

Tabela 11: Comparação da média dos níveis de HbF entre os diferentes genótipos de cada SNP no 

grupo de indivíduos com β-talassemia minor. 

Abreviaturas: n: número de indivíduos da amostra para cada genótipo (genótipo homozigótico versus genótipos 

heterozigótico e homozigótico para o alelo derivado); SE: Erro padrão; N: sem deleção; D: com deleção; P: valor-p 

obtido através do teste Mann-Whitney; Valores p significativos (p <0,05) a negrito; Os valores médios de HbF na tabela 

são não-transformados. 

 

 

 

Loci SNP 
Genótipos Média HbF 

(SE) 
P 

BCL11A rs1427407 
GG (n=47) 

1,84 (0,28) 

GT+TT (n=19) 

3,05 (0,51) 
0,025 

DCHS2 rs61746132 
GG (n=61) 

2,23 (0,27) 

GA (n=5) 

1,66 (0,42) 
0,808 

ARHGAP18 rs11759328 
CC (n=46) 

2,17 (0,30) 

CT+TT (n=20) 

2,23 (0,48) 
0,759 

HMIP rs66650371 
NN (n=35) 

1,58 (0,27) 

ND+DD (n=31) 

2,87 (0,42) 
0,009 

HBG2 (XmnI) rs7482144 
CC (n=46) 

1,83 (0,31) 

CT+TT (n=20) 

3,02 (0,41) 
0,002 

LCR-5’HS4 rs16912979 
AA (n=37) 

1,95 (0,35) 

AG+GG (n=28) 

2,35 (0,35) 
0,198 

RNF113B rs16955011 
CC (n=53) 

2,07 (0,62) 

CT+TT (n=13) 

2,67 (0,75) 
0,513 

KLF1 rs79334031 
GG (n=59) 

2,12 (0,26) 

GA (n=7) 

2,81 (1,10) 
0,381 
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3.3 Associação haplotípica aos níveis de HbF 

Foi feita a análise haplotípica dos dois polimorfismos LCR-5’HS4 rs16912979 e 

XmnI-HBG2 rs7482144 localizados no cluster beta-globínico (cromossoma 11), tendo 

sido obtidos três haplótipos (Tabela 12). O primeiro haplótipo (GT), combina ambos os 

alelos minor dos dois polimorfismos, e mostrou valores significativos de associação aos 

níveis de HbF (p = 0,0034), explicando cerca de 13% da variabilidade de HbF (r2 = 0,128). 

Os restantes dois haplótipos (GC e AC), não mostraram valores significativos de 

associação aos níveis de HbF (p >0,05) (Tabela 12).  

 

Tabela 12: Frequência de haplótipos para os dois SNPs LCR-5’HS4 rs16912979 e XmnI-HBG2 

rs7482144 no cluster da Beta-globina e sua associação aos níveis de HbF.  

SNPs N Haplótipo Freq Beta R2 P 

rs16912979|rs7482144 65 

GT 0,169 0,284 0,128 0,0034 

GC 0,076 -0,269 0,047 0,082 

AC 0,746 -0,159 0,047 0,081 

Abreviaturas: N: número de indivíduos da amostra para o haplótipo; Freq: frequência; Beta: coeficiente de regressão; 

R2 variância das proporções explicada pelo modelo; P: valor-p obtido através da associação dos haplótipos; Valores p 

significativos (p <0,05) a negrito. 
 

3.4 Efeito cumulativo dos alelos minor nos níveis de HbF 

Na Tabela 13 é possível observar o resultado do efeito cumulativo dos alelos minor 

dos SNPs BCL11A rs1427407, HMIP rs66650371 e XmnI-HBG2 rs7482144, que 

mostraram estar associados significativamente ao aumento de HbF. Considerando dois 

grupos de indivíduos, um grupo com HbF aumentada e um segundo grupo com HbF 

normal (assumindo um cut off de 1%), a amostra de indivíduos com 1 alelo de risco para 

o aumento de HbF mostra um valor de odds ratio (OR) de 4,25, com valor de p não 

significativo (p = 0,079) na comparação com o grupo de indivíduos sem alelos minor. Por 

outro lado, a amostra de indivíduos com 2-3 alelos de risco mostra um aumento no valor 

de OR para 28,9, com um valor de p altamente significativo (p = 1,9e-5) quando 

comparada com a amostra de indivíduos sem alelos minor. Esta análise mostra que existe 

uma associação mais forte para HbF com o aumento do número de alelos minor dos loci 

considerados. 
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Tabela 13: Análise do efeito cumulativo dos alelos associados ao aumento de HbF, para os três SNPs: BCL11A 

rs1427407, HMIP rs66650371 e XmnI-HBG2 rs7482144. 

Alelos de 

risco 

Nº Indivíduos HbF 

normal 

Nº Indivíduos HbF 

elevada 
OR (95% CI) χ2 P 

0 17 2 1 (Referência)   

1 16 8 4,25 (0,78 – 23,11) 3,09 0,079 

2-3 5 17 28,9 (4,91 – 170,06) 18,27 1,9e-5 

 

Abreviaturas: OR, odds ratio; CI: intervalo de confiança; χ2:qui-quadrado; P: valor-p obtido através da associação 

cumulativa dos alelos de risco; Valores p significativos (p <0,05) a negrito. HbF normal :<1; HbF elevada: >1. 
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4. Discussão 

Na população mundial, a anemia falciforme e a β-talassemia são as desordens 

genéticas que representam a maior ameaça para a saúde pública. Estas patologias 

genéticas causadas por anomalias que afetam o gene β-globina carecem de solução no 

que diz respeito ao seu controlo e abordagens terapêuticas (Thein e Menzel, 2009; Costa 

et al., 2016). 

As talassemias compreendem um amplo espectro de fenótipos clínicos que variam 

desde o estado de portador silencioso a fenótipos agressivos que resultam na dependência 

de tratamentos e de transfusões sanguíneas. O fenótipo mais grave desses distúrbios é a 

talassemia major. Nesses casos a produção de cadeias β-globina é severamente afetada, 

o que leva a um desequilíbrio de produção entre as cadeias α e β globina. A ausência de 

cadeias β-globina e a produção normal de cadeias α-globina, leva a um excesso de cadeias 

α, provocando a destruição celular prematura com eritropoiese ineficaz levando a quadros 

de anemias (Constanço et al., 2011). 

A síntese reduzida de cadeias α e β globina é originada por mutações, as que afetam 

os genes β-globínico são classificadas maioritariamente como mutações pontuais 

enquanto que as mutações que afetam os genes α-globínico são maioritariamente grandes 

deleções. Relativamente às mutações pontuais na população portuguesa que provocam β-

talassemia as mais frequentes são: codão 39(C>T); ISVI-1 (G>A); IVSI-6 (T>C); IVSI-

110 (G>A), embora com diferentes distribuições nas diferentes regiões do país (Ribeiro 

et al., 1997; Constanço et al., 2011) 

Como já foi referido anteriormente o quadro clínico dos indivíduos que padecem de 

β-talassemia é bastante amplo. Nestes deve-se considerar o equilíbrio entre as cadeias alfa 

e beta, e que essas podem estar dependentes de outros mecanismos, nomeadamente a 

existência de polimorfismos genéticos que conferem a capacidade de aumentar a 

produção de cadeias γ-globina, de forma a que o desfalque de cadeias β-globina seja 

compensado. Assim os fenótipos são menos agressivos, gerando hemoglobinas mais 

funcionais, equilibrando o desequilíbrio subjacente relativo às cadeias alfa (Constanço et 

al., 2011).  Dessa forma as variações na expressão dos níveis de HbF relaciona-se com a 

redução da morbilidade e mortalidade de patologias relacionadas com os distúrbios da 

hemoglobina (Platt et al. 1994; He et al 2017).  
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Os níveis elevados de HbF na vida adulta não demonstram qualquer consequência em 

indivíduos saudáveis, contudo, em indivíduos com β-talassemia e anemia falciforme 

provocam a diminuição da severidade que essas patologias acarretam aos pacientes 

(Thein e Menzel, 2009; Wahlberg et al., 2009; He et al., 2017). A identificação dos genes 

e das variantes genéticas que contribuam para o aumento nos níveis de produção de HbF 

pode auxiliar no desenvolvimento de novas formas terapêuticas, já que o conhecimento e 

compreensão dos mecanismos moleculares subjacentes à expressão de γ-globina poderá 

promover a sua reativação (Thein e Menzel, 2009; He et al., 2017). Foram até agora 

identificados três loci principais associados à regulação da expressão de HbF, 

nomeadamente o polimorfismo XmnI-HBG2 (rs782144), e diversos polimorfismos na 

região intergénica HBS1L-MYB (HMIP) e no gene BCL11A (Farrell et al., 2011; Jawaid 

et al., 2010; He et al., 2017; Thein, 2017). 

No presente trabalho foi feito um estudo de replicação dos resultados de associação 

aos níveis de HbF previamente encontrados noutras populações para três SNPs 

localizados nestes loci principais, numa amostra de indivíduos portadores de β-talassemia 

minor de naturalidade portuguesa. Por outro lado, tentámos identificar variantes 

localizadas noutras regiões do genoma associadas a HbF. Contudo, apenas obtivemos 

significância estatística para os três polimorfismos localizados nos genes BCL11A, HMIP 

e HBG2, os principais QTL associados aos níveis de HbF.  

Relativamente ao gene BCL11A localizado no cromossoma 2p16, codifica um fator 

de transcrição que se liga a regiões do cluster HBB, atuando como um importante 

repressor da produção de globinas gama (Thein 2017). O knockdown do gene BCL11A 

foi associado a um elevado aumento de HbF (Jawaid et al., 2010). Determinadas variantes 

localizadas no segundo intrão do gene BCL11A foram associadas à redução modesta da 

expressão de BCL11A e, consequentemente, a uma expressão aumentada de HbF. 

Possivelmente os diversos SNPs atuam em conjunto para influenciar a regulação de 

BCL11A, influenciando os níveis de HbF (Bauer et al., 2013).  

Neste trabalho investigou-se o SNP rs1427407, localizado no intrão 2 do gene 

BCL11A, tendo-se encontrado uma associação significativa aos níveis de HbF para o alelo 

minor T (p = 0,033). Este resultado vai ao encontro de um outro estudo realizado em 

indivíduos caucasianos europeus saudáveis, no qual o polimorfismo rs1427407 obteve 
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valores significativos na associação com o aumento de HbF (p = 6,1e -31) (Menzel et al., 

2007).  

A associação do gene BCL11A, nomeadamente o polimorfismo rs1427407, com os 

níveis de HbF foi comprovada também em diferentes populações com β-talassemia e 

anemia falciforme. Em pacientes com β-talassemia, a associação de HbF é observada na 

população chinesa (p = 0,003) (Chan et al., 2016) e iraquiana (p = 0,0005) (Al-Allawi et 

al., 2018). O mesmo resultado foi possível de observar para a anemia falciforme, em 

indivíduos indianos (p = 0,017) (Bhanushali et al., 2015); na população africana (p = 

7,23e-50) (Bauer et al., 2013); e na população nigeriana (p = 7e−10) (Adeyemo et al., 2018). 

No que concerne à população portuguesa outro estudo constatou a influência de outros 

polimorfismos do gene BCL11A nos níveis de HbF em indivíduos com β-talassemia 

minor. Pereira et al. (2015), analisaram os SNPs rs11886868 e rs766432 do gene 

BCL11A, obtendo valores significativos de associação para o SNP rs766432 (p = 0,001). 

Assim na população portuguesa podemos inferir a existência de dois polimorfismos no 

gene BCl11A relacionado com o aumento de HbF em indivíduos com β-talassemia minor, 

os SNPs rs766432 e rs1427407. 

Através de estudos de associação genética foi identificada uma região intergénica 

HBS1L-MYB (HMIP) no cromossoma 6q23 associada à variação de HbF. Jiang e 

colaboradores (2006), através da análise de culturas eritróides associaram os níveis 

elevados de HbF com a expressão reduzida dos genes MYB e HBS1L. Demonstraram que 

o gene MYB é um fator chave para a produção de HbF relacionando-se com os genes da 

globina através do controlo dos ciclos celulares (Jiang et al., 2006). A sua supressão 

aumenta a HbF através da aceleração da maturação das células eritróides (sem supressão 

da medula). Estudos funcionais mostraram que os SNPs localizados nesta região 

intergénica HMIP desregulam a ligação de factores eritróides essenciais, afetando 

interações cromossómicas com o gene MYB o que afeta a sua expressão (Thein, 2017).  

Num estudo realizado por Farrell e colaboradores (2011) em indivíduos chineses com 

β-talassemia minor (heterozigóticos), o SNP HMIP rs9399137 mostrou forte associação 

com os níveis elevados de HbF (p = 1.39e-24). Neste estudo foi também identificada uma 

deleção de 3 pares de bases (del 3-pb) (TAC) na região Chr6:  135460326 - 135460328 

(rs66650371) em completo desequilíbrio de ligação com o SNP rs9399137 em indivíduos 

chineses, europeus e africanos (Farrell et al., 2011). Essa deleção tornou-se o 
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polimorfismo HMIP mais analisado nos estudos de associação com HbF em diferentes 

trabalhos. Ambos os polimorfismos mostraram uma associação aos níveis de HbF com 

um valor de p idêntico (p = 1e-20). Os indivíduos que possuíam a TAC intacta na sua 

sequência de nucleótidos apresentavam valores de HbF de 0,85% ± 0,70%, enquanto os 

indivíduos homozigóticos para a del 3-bp apresentavam níveis de HbF 3,24% ± 2,09% 

(Farrell et al., 2011).  

Esta variante HMIP del 3-pb rs66650371 foi analisada no presente estudo tendo 

também mostrado estar associada aos níveis de HbF na amostra de indivíduos com β-

talassemia minor na população portuguesa (p = 0,004) à semelhança dos resultados 

obtidos por Farrel et al. (2011) numa amostra de indivíduos chineses com β-talassemia 

minor. 

Resultados semelhantes foram obtidos noutros estudos efetuados para a região 

intergénica HMIP. Danjou e colaboradores (2015), examinaram as variantes na região 

intergénica HBS1L-MYB numa amostra da população geral da Sardenha, a variante 

rs66650371 obteve valor estatisticamente significativo, sendo a deleção (TAC) a 

influenciar ambas as formas de hemoglobina (HbF/HbA2) (p = 1.0e-82) (Danjou et al., 

2015). Outros trabalhos atestaram a influência desse polimorfismo, nomeadamente num 

grupo populacional de indivíduos nigerianos com anemia falciforme (p = 0,002) 

(Adeyemo et al., 2018). 

A variante XmnI-HBG2 (rs782144) localizada no cluster do gene β-globina no 

cromossoma 11p, foi o primeiro QTL identificado associado aos níveis de HbF em 

diversas populações em indivíduos africanos com anemia falciforme, sendo 

correntemente utilizado em estudos clínicos (Lai et al., 2017; Thein, 2017).  A associação 

aos níveis de HbF para o alelo minor rs782144-T foi também verificada no presente 

trabalho na amostra de indivíduos com β-talassemia minor de origem portuguesa (p = 

0,004).  Tendo também sido constatada noutros grupos populacionais em indivíduos com 

β-talassemia, nomeadamente em chineses (p = 0,003) (Chan et al., 2016), indonésios (p 

= 2.52 e–19) (Nuinoon et al., 2010) e curdos (p = 0.032) (Albarawi et al., 2018).  

A presença deste polimorfismo varia consoante a distribuição geográfica (Ali et al., 

2015; Gawharya et al., 2018), contudo nas populações em que a sua frequência é baixa 

ainda existe correlação com os níveis aumentados de HbF. Como é o caso de indivíduos 

egípcios com β-talassemia major, a presença desse polimorfismo levou ao aumento de 
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HbF (p <0,05) (Gawharya et al., 2018). O mesmo foi observado na população 

paquistanesa, na qual, a resposta à terapia com hidroxiureia em indivíduos com β-

talassemia tem sido associada a um efeito mais favorável na presença do polimorfismo 

XmnI (Ali et al., 2015). 

Em relação ao polimorfismo rs16912979, localizado também no cluster beta-

globínico, na região LCR-5′HS4, não revelou associação significativa com os níveis de 

HbF na amostra estudada neste trabalho (p = 0,109). Contrariamente, outros estudos 

sugerem uma associação entre a região LCR-5′HS4 e os níveis de HbF noutras populações 

(Neishabury et al., 2011; Habara, et al., 2017; Vathipadiekal et al., 2017).  No estudo 

realizado por Neishabury e colaboradores (2012) em pacientes com β-talassemia, os 

indivíduos apresentavam um fenótipo clinicamente menos nocivo daquilo que seria 

esperado para o tipo de mutação existente na coorte de estudo. Assim, identificaram a 

existência da associação do genótipo GG com a melhoria do fenótipo dos distúrbios da 

talassemia, juntamente com o polimorfismo Xmn1-HBG2 (p = 0,003). Essa associação 

entre o alelo G da região LCR-5′HS4 e os fenótipos de β-talassemia tem sido investigada 

(Kukreti et al., 2002; Neishabury et al., 2011: Neishabury et al., 2012), surgindo como 

possível local capaz de modificar o fenótipo associado as talassemias (Neishabury et al., 

2011: Neishabury et al., 2012).  

Na análise haplotípica dos dois polimorfismos LCR-5’HS4 rs16912979 e XmnI-HBG2 

rs7482144, localizados no cromossoma 11, foi possível observar associação significativa 

com os níveis de HbF para o haplótipo que combina ambos os alelos minor: o haplótipo 

(GT) associa-se positivamente ao aumento de HbF (p = 0,0034) explicando cerca de 13% 

da variabilidade de HbF (r2 = 0,128). Os restantes dois haplótipos (GC e AC) não 

mostraram associação com os níveis de HbF (p >0,05).  

O estudo do efeito cumulativo dos alelos minor dos SNPs BCL11A rs1427407, HMIP 

rs66650371 e XmnI-HBG2 rs7482144 encontrados associados significativamente ao 

aumento de HbF mostrou que existe um aumento na força de associação com o aumento 

do número de alelos minor, em concordância com o descrito na literatura (Lai et al., 2017; 

Al‐ Allawi et al., 2018). Quando comparadas com a amostra de indivíduos sem alelos 

minor, a amostra de indivíduos com 1 alelo minor mostra um valor de p não significativo 

(p = 0,08) e a amostra de indivíduos com 2 ou 3 alelos minor mostra um valor de p 

altamente significativo (p = 1,9e-5). 
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Como já foi referido, o efeito cumulativo foi comprovado noutros estudos, 

nomeadamente, na investigação realizada por Lai e colaboradores (2017), em chineses 

com β-talassemia intermédia, no qual foi possível verificar que a presença dos genótipos 

de risco das variantes HBG2 rs7482144, HMIP rs28384513, HMIP rs4895441 e BCL11A 

rs4671393 num indivíduo leva a um aumento nos níveis de HbF. Os indivíduos chineses 

com β-talassemia intermédia com a combinação de 1, 2 ou 3 alelos de risco teriam um 

aumento gradual dos níveis de HbF, (p = 0,067; 0,037; 0,002 e OR = 1,498; 1,792; 8,361, 

respetivamente) em comparação com indivíduos sem a presença de alelo de risco (Lai et 

al., 2017). Igualmente, foi realizada a mesma constatação na investigação de Al‐ Allawi 

e colaboradores (2018), na qual foi verificado o efeito cumulativo dos alelos minor nos 

SNPs HBG2 rs7482144, BCL11A rs1427407 e HMIP rs9399137 no aumento de HbF 

(p <0,0005), demonstrando que os portadores dos alelos minor de cada um desses SNPs 

tinham a HbF significativamente mais elevada. 

Relativamente aos restantes polimorfismos estudados no presente trabalho, os 

polimorfismos DCHS2 rs61746132 e RNF113B rs16955011 não mostraram associação 

com os níveis de HbF (p = 0,953 e p = 0,549, respetivamente). As investigações realizadas 

nestes genes por Sheehan et al. (2014) em doentes com anemia falciforme relacionavam 

a interação destas variantes com o tratamento por hidroxiureia, de forma a ser possível a 

estimulação de produção de HbF. Sheehan e colaboradores (2014) obtiveram valores 

estatisticamente significativos na associação desses polimorfismos com o aumento dos 

níveis de HbF, em resposta à hidroxiureia (DCHS2 rs61746132 p = 1,73e-4; e RNF113B 

rs16955011 p = 3,76e-4). Devido a esta resposta eficaz ao tratamento com hidroxiureia, 

poderia esperar-se que estes genes pudessem mostrar associação aos níveis de HbF, 

contudo, isso não foi comprovado na amostra populacional analisada neste estudo. 

No que concerne ao polimorfismo ARHGAP18 rs11759328, o valor de p obtido 

(0,415) também mostrou que não existe associação com os níveis de HbF na amostra 

estudada neste trabalho. Assim, este resultado não reproduz o que foi observado por He 

e colaboradores (2017) na população chinesa, onde obtiveram associação significativa (p 

= 5.1e-4) entre o polimorfismo rs11759328 e os níveis de HbF em indivíduos com β-

talassemia. 

Relativamente ao polimorfismo rs79334031 (-148 C/T), localizado na região 

promotora do gene KLF1,  não foi obtida associação significativa com  HbF (p = 0,445), 
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à semelhança do estudo efetuado por Pereira e colaboradores (2015) para o polimorfismo 

rs3817621 (-251G/C), também localizado na região promotora do gene KLF1, em 

amostras de indivíduos com β-talassemia minor (p = 0,079) e com parâmetros 

hematológicos normais (p = 0,134). Este resultado não está de acordo com outras 

investigações, que identificaram uma correlação entre a variante -148 C/T no gene KLF1 

e o aumento dos níveis de HbF (Radmilovic et al., 2012). Por outro lado, diversas 

mutações na região codificante do gene KLF1 têm sido apontadas como causa de aumento 

dos níveis de HbF em doentes com hemoglobinopatias (Gallienne et al., 2012) 
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5. Conclusão  

A relação entre os níveis de HbF e a melhoria dos sintomas clínicos tem sido 

verificada em doentes com β-talassemia e anemia falciforme. Investigações recentes 

focaram-se na identificação de variantes genéticas responsáveis pela regulação da 

expressão dos níveis de HbF, procurando novos alvos terapêuticos para o tratamento de 

distúrbios da hemoglobina, nomeadamente, as síndromes falciformes e as talassemias.  

Na literatura estão identificados os três loci de características quantitativas (QTL) 

principais associados à variabilidade de HbF, sendo eles o cluster HBB, a região 

intergénica HBS1L-MYB e o gene BCL11A. Diversos polimorfismos genéticos 

localizados nesses loci foram associados com a expressão elevada de HbF em doentes 

com formas graves de β-talassemias e  com anemia falciforme, bem como em indivíduos 

saudáveis ou portadores com β-talassemia minor de diferentes populações. Essa 

associação com HbF foi possível de replicar para os polimorfismos BCL11A rs1427407, 

HMIP rs66650371 e XmnI-HBG2 rs7482144 na amostra de indivíduos com β-talassemia 

minor utilizada neste trabalho (p = 0,016, p = 0,006, p = 0,005, respetivamente). Foram 

analisadas outras variantes genéticas potencialmente influenciadores dos níveis de HbF, 

nomeadamente os polimorfismos nos genes DCHS2 (rs61746132), RNF113B 

(rs16955011), ARHGAP18 (rs11759328), KLF1 (rs79334031) e LCR-5’HS4 

(rs16912979), contudo a associação com os níveis aumentados de HbF não foi verificada 

(p >0,005). 

Estes resultados obtidos na população portuguesa estão de acordo com o que tem sido 

descrito na literatura, com muitos estudos genéticos a caracterizar algumas variantes 

envolvidas na regulação da HbF nos três QTL BCL11A, HMIP e cluster HBB. 

Considerando que a reativação da expressão do gene HBG2 com a consequente aumento 

dos níveis de HbF traria benefícios clínicos importantes para doentes com β-talassemia 

ou anemia falciforme, a identificação de loci e vias bioquímicas associados a HbF poderá 

vir a proporcionar novos alvos terapêuticos tirando vantagem dos novos conhecimentos 

sobre a fisiopatologia destas doenças, bem como do desenvolvimento das novas 

tecnologias genéticas.  
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Apêndice 

Box-plots da distribuição do nível de HbF (log-transformada) no grupo de indivíduos 

com β-talassemia minor 
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Anexos 

Anexo 1-Protocolo de extração de DNA com o kit Favorgen   

Passo 1 – Lise  

1. Preparar tubos de 1,5ml com 600µl de RBC lysis buffer; 

2. Adicionar 200µl de sangue; 

3. Misturar agitando ligeiramente a mistura e centrifugar 5 minutos a 10 000rpm;  

4. Eliminar o sobrenadante;  

5. Adicionar 200µl de FABG buffer e 20µl de proteinase K; 

 6. Vortex (5 a 10 segundos), para homogeneizar pellet. Colocar na estufa a 56ᵒC durante 

1h, se possível em agitação; 

Passo 2 – Binding  

1. Preparar Elution buffer a 70ᵒC, para passo a frente;  

2. Adicionar 200µl de etanol (96-100%). Vortex 10 segundos; 

3. Colocar coluna FABG em tubo de 2ml, e transferir a mistura para a coluna; Centrifugar 

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

Passo 3 – Lavagem  

1. Adicionar 400µl de W1 buffer. Centrifugar 1min a 12000rpm. Esvaziar tubo e 

recolocar coluna; 

2. Adicionar 600µl de wash buffer. Centrifugar 1min a 12000rpm. Esvaziar 

tubo e recolocar coluna; 

3. Centrifugar a 12000rpm durante 3min.  

Passo 4 – Eluição  

1. Transferir coluna FABG para tubo coletor de 1,5ml; 

2. Adicionar 50µl de Elution Buffer (70ᵒC) para recolha de DNA.  
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3. Centrifugar 1min a 12000rpm 4. Guardar tubos coletores, com DNA, a 4ᵒC ou -10ᵒC. 

 

Anexo 2- Protocolo Silver-Staining (Budowle et al.,1991)   

1. Etanol (10%), em agitação durante 10 min;  

2. Ácido nítrico (1%), em agitação durante 5 min;  

3. Lavagem com água destilada, duas vezes durante 30 s;  

4. Nitrato de prata (AgNO3) (0,2%), em agitação durante 20 min; 

5. Lavagem com água destilada, duas vezes durante 30 s; 

6. Carbonato de sódio (0,28M) e formaldeído 0,02%, em agitação durante 2 à 5 min;  

7. Ácido acético (10%), durante 30 s (paragem da reação);  

8. Lavagem com água destilada. 
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