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“What we know is a drop,

what we don’t know is an ocean.’
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Resumo

No organismo adulto e saudavel, a hemoglobina fetal (HbF) representa menos de 1%
da hemoglobina total, o que Ihe confere pouca importancia clinica ao nivel da fisiologia
normal. Porém, em certas hemoglobinopatias como anemia falciforme e p-talassemia, o
aumento do nivel de HbF podera assumir grande importancia por melhorar o quadro
clinico dos doentes. A descoberta de que a regulacdo da HbF no organismo adulto esta
dependente de mecanismos genéticos abriu caminho para a investigacao e identificacdo
dos loci envolvidos no processo. Até ao presente, diversos estudos de associacao,
realizados em diferentes amostras populacionais, identificaram trés loci principais
envolvidos na regulacdo da producdo de HbF: o polimorfismo rs7482144, situado na
regido promotora do gene HBG2, o gene BCL11A e a regido intergénica HMIP (HBS1L-
MYB). Entretanto, outras investigagOes identificaram novos polimorfismos que poderéo
estar envolvidos na regulacdo dos niveis de HbF, nomeadamente, LCR-5"HS4 (regido
controlo do locus beta-globina) rs16912979, KLF1 rs79334031, DCHS2 rs61746132,
RNF113B rs16955011 e ARHGAP18 rs11759328.

O objetivo principal da presente dissertacdo foi estudar diferentes loci candidatos
numa amostra de portadores com B-talassemia minor, de nacionalidade portuguesa, e
testar a sua associa¢do com a variacdo dos niveis de HbF. Foram estudadas 66 amostras
de individuos com B-talassemia minor, 30 do sexo masculino e 36 do sexo feminino, com
idades entre 2 e 77 anos, diagnosticados no Servi¢o de Hematologia Clinica do Centro
Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC). Os individuos sdo saudaveis e
assintomaticos, com valores de HbF entre 0,2% e 9% e niveis de HbA2 entre 3,4% e
6,8%. Para determinacdo do gendtipo foram utilizadas as técnicas de i) restriction
fragment length polymorphism (RFLP), recorrendo a enzimas de restricao ap0s reagdo de
polimerizacdo em cadeia (PCR); ii) utilizacdo de sondas TagMan recorrendo a PCR em

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

A analise por regressédo linear em modelo aditivo mostrou uma associagao
estatisticamente significativa com os niveis de HbF para os SNPs BCL11A rs1427407 (p
= 0,03), HMIP rs66650371 (p = 0,004) e Xmnl-HBG2 rs7482144 (p = 0,004) nos
individuos portugueses com [-talassemia minor. Os SNPs DCHS2 rs61746132,
RNF113B rs16955011, ARHGAP18 rs11759328, KLF1 rs79334031 e LCR-5’HS4
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rs16912979 nao mostraram associacao significativa com os niveis de HbF (p >0,05). O
estudo do efeito cumulativo dos alelos minor dos SNPs BCL11A rs1427407, HMIP
rs66650371 e Xmnl-HBG2 rs7482144 mostrou que existe um aumento na forca de

associacao aos niveis de HbF com o aumento do nimero de alelos minor.

Em concluséo, os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com o que tem sido
descrito na literatura para os loci Xmnl-HBG2 rs7482144, BCL11A rs1427407 e HMIP
rs66650371, associadas a regulacdo dos niveis de HbF em diferentes amostras
populacionais com p-talassemia minor. Todavia, ndo foi possivel identificar novas
variantes genéticas envolvidas na regulacdo de HbF na amostra estudada. Considerando
que a reativacdo da expressdo do gene HBG2, com o consequente aumento dos niveis de
HbF, traria beneficios clinicos importantes para os doentes com p-talassemia ou anemia
falciforme, a identificacdo de novos loci associados a HbF continua a ser um esforco atual

de investigacao ja que podera vir a proporcionar a descoberta de novos alvos terapéuticos.

Palavras chaves: HbF; Hemoglobinopatias; B-talassemia; Reativacdo de HbF; SNP;
Cluster B-globinico; Efeito cumulativo; Xmnl-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 B-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 p-thalassemia minor subjects and to test their
association with the variation of HbF levels. A total of 66 samples of individuals with -
thalassemia minor, 30 men and 36 women, aged 2 to 77 years, diagnosed at the Clinical
Hematology Service of the Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC) were
studied. The subjects are healthy and asymptomatic, with HbF values between 0.2% and
9% and HbAZ2 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) TagMan 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 Xmnl-HBG2 rs7482144 (p = 0.004) SNPs in Portuguese patients with f3-
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 Xmnl-HBG2 rs7482144 SNPs showed



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 Xmnl-HBG2 rs7482144, BCL11A rs1427407 and HMIP rs66650371 loci associated
with the regulation of HbF levels in different population samples with -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 B-thalassemia or sickle cell anemia, the identification of new
HDbF associated loci remains a current research effort as may provide the discovery of new

therapeutic targets.

Keywords: HbF; Hemoglobinopathies; B-thalassemia; Reactivation of HbF; SNP; -
globin cluster; Cumulative effect; Xmnl-HBG2; BCL11A; HMIP.
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1. Introducéao

A hemoglobina fetal (HbF) é uma proteina produzida pelos precursores das células
eritroides, entre as 10 e as 12 semanas de gestacdo, mantendo-se em circulacdo até aos
primeiros 6 meses da vida pés-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 (HbA>). A principal diferenca entre a HbF e estas
hemoglobinas adultas esta relacionada com a sua afinidade por oxigénio. A HbF tem
grande afinidade pelo oxigénio e a sua regulacdo envolve a acdo de cofatores que
favorecem o movimento do oxigénio da corrente sanguinea materna para a corrente

sanguinea do feto e do embrido (Hardison, 2012; Kaufman e Lappin, 2019).

Devido a sua elevada afinidade pelo oxigénio, as propriedades fisioldgicas da HbF
podem ser utilizadas na gestao 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 niveis de
HbF no organismo adulto, na ordem dos 2 a 20% a partir do valor considerado normal,
introduz melhorias nos sintomas clinicos da doenca (Kaufman e Lappin, 2019). Por ter
maior afinidade para o oxigénio e ser mais resistente a desoxigenacgdo, a HbF contribui
para a reducdo do numero de crises dolorosas motivadas pela aglomeragdo de células
falciformes nos vasos sanguineos mais pequenos (Kaufman e Lappin, 2019). No caso da
B-talassemia, caracterizada pelo decréscimo de producdo de cadeias B-globinicas, a
presenca da HbF permite minorar os efeitos do excesso de cadeias alfa cuja precipitacao
impede a maturacdo das células eritroides e leva a sua morte (Basak e Sankaran, 2016),
comprometendo a producao de glébulos vermelhos. Em face destes beneficios torna-se
imprescindivel a compreensdo dos mecanismos de regulacdo dos genes que codificam as
globinas, de forma a ser possivel a ativacdo da expressdo da HbF em individuos que
padecam dos disturbios da hemoglobina (Philipsen e Hardison, 2018).



1.1. As diferentes moléculas de Hemoglobina

A hemoglobina é uma proteina encontrada abundantemente nos eritrcitos.
Estruturalmente, é um tetrdmero composto por dois grupos de cadeias peptidicas, 0s quais
sdo compostos por duas cadeias alfa e duas cadeias ndo-alfa. As cadeias peptidicas séo
codificadas por genes presentes nos clusters a-globinico e B-globinico (Schechter, 2008;
Borg et al., 2010; Thom et al., 2013; McGann et al., 2017; Teixeira et al., 2018). Cada
uma das cadeias peptidicas esta ligada a um grupo prostético heme (Schechter, 2008;
Thom et al., 2013; McGann et al., 2017) responsavel pelo transporte do oxigénio
(Moleirinho et al., 2013) dos pulmdes para os tecidos e do didéxido de carbono dos tecidos
para os pulmdes (Schechter, 2008; Thom et al., 2013; Philipsen e Hardison, 2018). A
ligacdo e libertacdo entre a hemoglobina e o oxigénio é ajustada e adaptada consoante as
necessidades metabolicas e a ontogenia do organismo (Schechter, 2008; Thom et al.,
2013; Danjou et al., 2015; Philipsen e Hardison, 2018).

Figura 1: Estrutura da HbA. Tetramero 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 sdo identificadas com letras do alfabeto grego e relinem-se em dois
grandes grupos: o das cadeias alfa (alfa-o e zeta- ) e 0 das cadeias ndo-alfa (beta-p, delta-

8, gama-y e epsilon-¢) (Weatherall, 2001).



Existem diversos tipos de hemoglobina num individuo adulto saudavel: i) a HbA
(o2 B 2), que corresponde, em média, a 97% do total da hemoglobina presente nos
glébulos vermelhos; ii) a HbA2 (o 2 8 2) que corresponde a cerca de 2% da hemoglobina
total; e iii) a HbF (a2 2) que representa aproximadamente 1% da hemoglobina total
(Weatherall, 2001; Modell e Darlison, 2008; Schechter, 2008; Teixeira et al., 2018). Tal
representatividade esta relacionada com os padrdes de expressao dos genes que codificam
as cadeias globinicas (Weatherall, 2001; Schechter, 2008).

1.1.1 Os genes das Globinas

Os genes das globinas determinam a estrutura e a sintese das cadeias globinicas que
constituem as diferentes hemoglobinas, desde o periodo embrionério até a 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 sdo dois, o2 e al, e estdo agrupados numa
regido do cromossoma 16 designada por agrupamento génico da a-globina ou cluster a-
globinico. Neste agrupamento existem outros genes e pseudogenes que Nao Sao expressos
no genoma humano, estando distribuidos na regido com a sequéncia 5' - { (HBZ)- vy (
(HBZP1) - p (HBM)- yal (HBAPL) - a2 (HBA2) - al (HBAL) - 61 (HBQI) - 3. A 40
kb do gene zeta (C) situa-se o principal elemento regulador do locus da alfa-globina, o
HS-40 (Chen et al., 1997). As moléculas o2 e al s&o paralogas, o que significa que 0s
genes que as codificam, a2 (HBA2) e al (HBAL), evoluiram por duplicacdo, 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 B-globina esta localizado no cromossoma 11 e apresenta a
seguinte distribuicdo: 5'-¢ (HBE)- %y (HBG2)- Ay (HBG1)- yB (HBBP1)- 5 (HBD)- B
(HBB)-3', juntamente com a regido de controlo (LCR) procedem a transi¢do do estadio
embrionario (HBE), para o fetal (HBG2 e HBG1), e por dltimo o estadio
adulto (HBD e HBB) (Moleirinho et al., 2013).
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Figura 2 A Estrutura dos aglomerados de genes da globina, com as diferentes hemoglobinas produzidas consoante o
estadio de desenvolvimento (Adaptado da ilustragdo de Alice Y. Chen in Schechter, 2008).

Na 22-3? semana de gestacao (Figura 3), a eritropoiese (producdo de eritrocitos) ocorre
na vesicula umbilical (saco vitelino), na qual predominam as cadeias de {-globina e -
globina identificada como hemoglobina Gower I. Na 5% 62 semana de gestacdo, a
producédo de eritrécitos é efetuada no figado. A sintese das cadeias a-globina e de -
globina comeca a aumentar, resultando na Hb Portland (2/y2), Hb Gower Il (02/€2), e
por fim, é sintetizada a HbF (02y2). Na décima segunda semana de gestacdo e até a
primeira infancia a hemoglobina predominante é a HbF. A sua elevada afinidade pelo
oxigénio, permite extrair o oxigénio da progenitora, promovendo dessa forma a
oxigenacdo necessaria dos tecidos. Ap6s 0 nascimento existe um decréscimo na HbF visto
gue o meio ambiente providencia niveis elevados de oxigénio, logo ndo existe a
necessidade de uma afinidade por oxigénio como seria necessario na vida intrauterina
(McGann et al., 2017). A producdo de HbF e reduzida a favor da expressédo do gene p-
globina HBB (Jouini et al.,2011; McGann et al., 2017). A troca molecular de HbF para

HbA ocorre através da ligacdo dos fatores de transcrigdo na sequéncia reguladora de ADN



que controlam a expressao dos genes do cluster das globinas (Danjou et al., 2015). Apds

6 meses do nascimento, a HbA torna-se predominante (McGann et al., 2017).
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Figura 3 Expressdo dos genes da globina, as mudangas ocorridas de acordo com estagio de desenvolvimento humano
(Adaptado da ilustragdo de Alice Y. Chen in Schechter, 2008).

1.1.2 Os Disturbios da Hemoglobina

Os disturbios da Hb representam um grande problema de salde publica, ja que sdo 0s
distarbios genéticos mais comuns no mundo, afetando mais de 300 000 criangas
(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 sdo a anemia das células falciformes e as -
talassemias (Sikdar, 2016; Weatherall et al., 2006), sendo responsaveis por cerca de 3,4%
de mortes em criangas com idade inferior a 5 anos (Modell e Darlison, 2008). S&o doencas
hereditarias, com transmissdo autossémica recessiva (Costa et al., 2018), e apresentam
um padrao de distribuicdo geografico onde a maior prevaléncia coincide com as regides
no mundo fustigadas pela malaria (Taylor e Fairhursy, 2014; Chan et al., 2016). Isso
acontece devido a vantagem seletiva que esses disturbios concedem contra a infe¢éo por
malaria, aliviando na gravidade da doenca ou na carga parasitaria (Taylor et al., 2013; Lu
et al., 2014; Taylor e Fairhursy, 2014; Lin et al., 2015).



O controlo dos disturbios da Hb tém tido um progresso consideravel no que respeita
a resposta e identificacdo. Porém, nos paises mais pobres, o controlo continua a ser
insatisfatorio, existindo uma grande percentagem de casos de talassemia e anemia

falciforme em que as respostas terapéuticas sao reduzidas (Weatheral, 2010).

Por norma, os disturbios da Hb apresentam fenotipos varidveis, desde a anemia
severa, com necessidade de transfusGes sanguineas ao longo da vida, até anemias leves
que ndo necessitam de tratamento (Danjou et al., 2015). Estas varia¢cdes dependem do
defeito molecular do gene globinico e de outras variantes genéticas presentes no
individuo, podendo essas variantes melhorar a severidade do fendtipo, como é o caso das
variantes responsaveis pela presenca dos niveis elevados da HbF, que compensam o

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

As hemoglobinopatias podem ser de caracter quantitativo ou qualitativo. As de
caracter quantitativo podem resultar na auséncia ou no decréscimo significativo da
producdo de uma das cadeias da globina, um exemplo que se enquadra nesta categoria
sdo as sindromes talassémicas (Costa et al., 2016; McGann et al., 2017). No caso da -
talassemia da-se um decréscimo quantitativo na cadeia alfa globina, provocada, na
maioria dos casos, pela delegdo de um ou de ambos os genes de a-globina no cromossoma
16 (Costa et al., 2016; McGann et al., 2017). A maioria das p-talassemias resulta de
mutac¢des pontuais no promotor HBB, nas sequéncias exdnicas ou intrénicas, provocando
a reducdo ou auséncia da sintese da cadeia pB-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 B-globina em que
0 coddo 6 GAG (4cido glutamico) € convertido em GTG (valina) (Costa et al., 2016;
McGann et al., 2017).

a) p-talassemia

Na populacdo humana, as mutacbes que provocam P-talassemia surgiram,
primeiramente, na regido do mediterraneo, passando para Oriente, india e Asia (McGann
et al., 2017). Porém, através dos processos migratérios passou a apresentar uma
distribuicéo global (Figura 4) (Cao e Kan, 2013; Costa et al., 2016; McGann et al., 2017).
Em Portugal, as muta¢Ges mais frequentes sdo: coddao 39(C>T), ISVI-1 (G>A), IVSI-6



(T>C), e IVSI-110 (G>A), que apresentam assimetria na sua distribuicdo pelo pais
(Ribeiroetal., 1997; Constango et al., 2011; Teixeira et al., 2018), sendo mais prevalentes
no sul (Teixeira et al., 2018). A incidéncia esperada de individuos afetados com esse
distdrbio é de 6 nascimentos por ano. Relativamente a regido central de Portugal, 1,6%

da populacéo ¢ portadora de p-talassemia (Ithanet, 2019).
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Figura 4: Prevaléncia de B-talassemia em termos mundiais. Percentagem de populagéo afetada 0-20% de individuos
(ithamap, 2019).

Devido a anomalia de produgdo de B-globina, os individuos com [-talassemia,
apresentam um desequilibrio que provoca o excesso de a-globina resultando numa
eritropoiese ineficaz provocando uma sobrevivéncia reduzida dos globulos vermelhos
(Nienhuis e Nathan, 2012).

As B-talassemias apresentam um padrao clinico heterogéneo e podem ser classificadas
em trés grupos, consoante a sua severidade e modificacdo genética associada, assim temos
a B-talassemia major, a B-talassemia intermédia e a PB-talassemia minor (Nienhuis e
Nathan, 2012; Thein, 2013; McGann et al., 2017). Destas trés formas, a p-talassemia
major é a mais severa, podendo estar presente na forma homozigética (mutagdes p%p°)
ou heterozig6tica composta (mutacdes B%/B+). A mutagdo afeta severamente a producio
de p-globina e, consequentemente, a sua producdo pode ser nula (B°) ou reduzida (B*)
(Weatherall, 2001; McGann et al., 2017). Nestes casos existe um descontrolo acentuado

no balanco entre as cadeias de a3 (Weatherall, 2001; McGann et al., 2017).



No que concerne a B-talassemia intermédia, esta apresenta um padrdo menos severo
relativamente a major. Contudo, continua a ser uma desordem que requer cuidados
médicos e terapéuticos. Normalmente, na B-talassemia intermédia, os dois loci do gene
B-globina sdo afetados B*/B* ou B%B* (podendo ocorrer BO/B° com modificacdes genéticas
melhorativas) (Weatherall, 2001; McGann et al., 2017).

Relativamente a B-talassemia minor, os individuos sdo heterozigoticos para uma
mutacio no gene HBB (B*/BN ou BYBN). Ndo sio observadas manifestacdes clinicas
significativas nos individuos afetados (Weatherall, 2001; McGann et al., 2017), contudo
em alguns casos, 0s pacientes apresentam anemia leve (Nienhuis e Nathan, 2012). Do
desequilibrio entre as cadeias o e B-globina resulta um aumento de HbA2 superior a 3,5%

devido ao excesso de cadeias a-globina que se associa a 6-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 producgéo de
HbF tém sido areas de investigacdo com elevado interesse em hematologia nos ultimos
anos, na medida em que a inducao clinica da sintese de HbF melhora os sintomas clinicos
de doengas como a B-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
indugdo de HbF por acdo da hidroxiureia continua a ser um dos tratamentos mais
utilizados para a anemia falciforme na medida em que atenua os sintomas clinicos da
anemia (Thein 2017).

A producdo de HbF ndo 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 identificacdo dos
genes ou variantes genéticas, bem como a compreensao dos mecanismos moleculares que
relacionam os fatores genéticos poderdo revelar novos alvos terapéuticos e novas
abordagens farmacoldgicas 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).



1.2.1 Loci principais associados ao aumento de HbF

Através de estudos epidemiologicos e estudos de associacdo genomica ampla (na sigla
inglesa GWAS- genome-wide association study), diversos loci foram associados ao
aumento dos niveis de HbF em doentes com PB-talassemia ou anemia falciforme, de
origem asidtica, africana e europeia, nomeadamente os polimorfismos: i) rs7482144 (C/T)
(também conhecido por Xmnl), situado na posicdo -158 da regido promotora do gene
HBG2 localizado no cromossoma 11p15; ii) a regido intergénica HMIP (localizada entre
0s genes HBS1L-MYB), localizada no cromossoma 6q23; iii) e o gene BCL11A, presente
no cromossoma 2p16. Os polimorfismos situados nestas trés regides contribuem com 20-
50% da variacdo de HbF, sendo considerados os trés principais loci de caracteristicas
quantitativas (QTL — guantitative trait loci) associados a variabilidade de HbF (Thein e
Menzel, 2009; Thein et al., 2009; Chan et al., 2016). A restante base genética associada
a variabilidade de HbF permanece desconhecida e podera envolver outros loci com

contribuicdo modesta (Thein e Menzel, 2009).

O polimorfismo Xmnl-HBG2 rs7482144 ¢ uma variante comum em todos 0s grupos
populacionais o que a torna um achado revelante para a clinica das hemoglobinopatias. A
sua influéncia nos niveis de HbF foi ha muito identificada em estudos clinicos e
epidemioldgicos 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 mutacéo ainda nédo foi esclarecido, e existe
a possibilidade de estar em desequilibrio de ligacdo com um outro polimorfismo no
cluster da B-globina (Weatherall, 2012). Esse desequilibrio foi evidenciado através de um
trabalho efetuado por Neishabury et al. (2011), no qual € referido que o polimorfismo
rs7482144 se encontra em desequilibrio de ligacdo com um polimorfismo situado na

regido de controlo (LCR) do locus B-globina no local 5'HS4.

Como jé foi referido anteriormente, os polimorfismos situados nos genes BCL11A e
HBS1L-MYB (HMIP) estdo associados ao aumento de HbF. Num estudo efetuado por
Farrel et al. (2011) em individuos chineses heterozigéticos para [p-talassemia, a
variabilidade de HbF resultante dos polimorfismos localizados na regido HMIP foi
estimada em cerca de 13,5% e o gene BCL11A seria responsavel por 6,4% da variacéo de

HbF nessa amostra (Farrel et al., 2011).



No que diz respeito aos polimorfismos situados no gene HMIP, o estudo realizado por
Farrel et al. (2011), descreve uma delecdo de trés pares de bases (del 3-pb TAC)
(rs9399137) que estd em desequilibrio de ligacdo com o polimorfismo rs9399137, o mais
conhecido e associado ao aumento de HbF entre as populages europeias, africanas e
chinesas. Para Farrel et al. (2011), a delecdo de 3-pb é possivelmente o polimorfismo

mais significativo da regido HMIP na modulagéo de HbF.

Relativamente ao gene BCL11A, este foi identificado como um repressor quantitativo,
tendo ja sido realizadas manipulacdes na sua expressao através de abordagem gendémicas
e de edicdo genética, de forma a auxiliar em novos alvos terapéuticos para o tratamento
das hemoglobinopatias (Thein, 2018). O aumento dos niveis de HbF estdo associados a
reducdo da expressao do gene BCL11A (Sankaran et al., 2008). A regulacdo negativa do
gene leva ao aumento da expressao de HbF, visto que esse gene tem um papel direto na
regulacdo do gene da pB-globina. A proteina BCL11A néo interage diretamente com o
promotor do gene gama, mas ocupa diversos locais no cluster da p-globina reprimindo a
expressdo do gene gama-globinico (Thein 2018). No estudo realizado por Uda et al.
(2008) na populacdo da Sardenha identificou-se a associacdo dos niveis de HbF com
diversas variantes localizadas no gene BCL11A, incluindo o SNP rs11886868 com valores
p = 10*). Outros estudos de associacao revelaram que o SNP BCL11A rs1427407 mostra
uma forte associagdo com HbF em doentes com anemia falciforme (Bauer et al., 2013).
Estas associagdes entre os polimorfismos situados no gene BCL11A e os niveis de HbF
foram identificadas em diversas hemoglobinopatias, auxiliando na melhoria da
caracterizacdo do fen6tipo associado aos distirbios da hemoglobina (Uda et al., 2008).
Assim, o gene BCL11A surge como um bom alvo terapéutico para a reativacdo da HbF
(Sankaran et al., 2008).
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1.2.2 Outros loci associados ao aumento de HbF

Além dos trés principais QTL associados ao aumento de HbF (XmnI-HBG2, HMIP e
BCL11A), outros trabalhos evidenciaram a existéncia no genoma de outros genes e

polimorfismos genéticos potencialmente associados ao aumento HbF.

a) LCR-5'HS4

A regido LCR-5'HS4 (beta-globin locus control region) faz a regulacéo da expresséo
dos genes gama e beta globinicos através de ligagdo de fatores de transcricdo, os quais
sdo responsaveis pela regulacdo da expressdo dos genes, com o objetivo de garantir a
expressao correta em termos de momento e quantidade (Neishabury et al., 2012).
Neishabury et al. (2011), numa amostra iraniana composta por doentes com B-talassemia
intermédia identificaram um polimorfismo A/G na regido palindromica LCR-5'HS4. O
estudo sugeriu que os SNPs presentes na regido central do LCR 5'HS4 teriam um impacto
no fenotipo da talassemia em individuos iranianos e os investigadores sugeriram que esse
local, nomeadamente o polimorfismo rs16912979 A>G, seria um possivel candidato

funcional associado ao polimorfismo Xmnl-HBG2 na modificacdo do fendtipo de HbF.

b) Genes DCHS2 e RNF113B

Num estudo recente, Sheehan e colaboradores (2014) identificaram, por sequenciacao
massiva de exomas, diversas variantes influenciadoras da resposta a inducgdo da sintese
de HbF por hidroxiureia numa coorte pediatrica de doentes com anemia falciforme de
origem africana. Esta investigacdo tinha como objetivo usar a abordagem
farmacogendmica para investigar a associacao fendtipo-genétipo através da sequenciacao
completa do exoma em criancas com anemia falciforme, tratadas com hidroxiureia.
Foram identificadas diversas variantes raras e comuns associadas a inducdo de HbF por
hidroxiureia, em particular, duas variantes funcionais, rs61746132 (p.Pro1676Lys) no
gene DCHS2 e rs16955011 (p.Val92Met) no gene RNF113B, com frequéncias 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 acdo da selecdo natural positiva ao nivel dos SNPs
(He et al., 2017). Atraveés da aplicacdo Haplotter, disponivel online, foram observados os
principais resultados associados a episodios de sele¢do positiva no genoma humano com
base em dados do HapMap. O estudo foi realizado huma amostra de 1141 individuos
chineses com B-talassemia e as analises bioinformaticas corroboraram a associacao entre
polimorfismos genéticos e niveis 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 niveis de HbF (p = 5.1e™) e teria estado sujeito a
uma selecdo positiva para o aumento dos niveis de HbF em individuos com p-talassemia
(He et al., 2017).

d) Gene KLF1

O gene KLF1, localizado no cromossoma 19, codifica um fator de transcricdo que se
liga a regido promotora do gene beta e induz a expressdo dos genes da beta globina e
outros genes eritroides, necessario para a adequada maturacdo das células eritroides e
desempenhando um papel importante na troca da expressao de globinas. As mutacGes no
gene KLF1 podem resultar numa ampla diversidade de fen6tipos hematoldgicos (Waye,e
Eng, 2015). No caso de disturbios benignos, resultantes da haploinsuficiéncia de KLF,
estes sdo considerados funcionais, pois os portadores apresentam niveis elevados de HbF
ou de HbA2 (Waye,e Eng, 2015).

Uma investigacdo realizada em individuos de ascendéncia africana, indiana e do
sudeste asiatico, mostrou que as mutacGes no gene KLF1 estavam presentes de forma
significativa no grupo de individuos com os niveis aumentados de HbF (Gallienne et al.,
2012). O mecanismo proposto para que as mutacdes no KLF1 estivessem a provocar o
aumento de HDbF seria a reducdo da ativacdo do BCL11A, o que provocaria uma
insuficiéncia indireta na repressao da sintese de y-globina (Gallienne et al., 2012). Essa
associacdo entre os genes KLF1 e o BCL11A ja tinha sido reconhecida noutro estudo
anterior (Borg et al., 2010), sendo referido que o Knockdown do KLF1 provocava a

diminuicdo da expressdo de BCL11A.
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No estudo de Gallienne et al. (2012) foi ainda identificada uma mutacéo no promotor
do gene KLF1 (-148G> A) associada ao aumento dos niveis de HbF. Esta mutacdo esta
localizada dentro de um sitio de ligag&o do fator de transcri¢do Sp1, resultando na redugéo

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

1.3 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi identificar variacdes genéticas associadas ao
aumento de HbF numa amostra de individuos portugueses com B-talassemia minor. Para

isso, foram selecionados:

i) trés polimorfismos localizados nos trés QTL principais Xmnl-HBG2
rs7482144, HMIP rs66650371 (del 3pb) e BCL11A rs1427407, ja
conhecidos como estando associados a HbF noutras populacGes com [3-

talassemia minor;

i) outros polimorfismos previamente descritos noutras regides gendmicas,
potencialmente envolvidos na regulacdo de HbF, nomeadamente, os SNPs
LCR-5"HS4 rs16912979, RNF113B rs16955011, KLF1 rs79334031 (-
148A/G), DCHS2 rs61746132 e ARHGAP18 rs11759328.

13






2. Material e Métodos

2.1 Amostra

Para o estudo genetico dos polimorfismos associados ao aumento de HbF foram
recolhidas 66 amostras sanguineas de individuos portugueses com B-talassemia minor
(heterozigdticos para mutagoes no gene HBB), diagnosticados no Servigo de Hematologia
Clinica do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC). Os individuos com j3-
talassemia minor sdo saudaveis e assintomaticos sendo o diagndstico feito pela presenca
aumentada de HbA2 (>3,5%).

Como esté descrito na Tabela 1, a amostra é constituida por 30 individuos do sexo
masculino e 36 do sexo feminino, com idades compreendidas entre 0s 2 e 0s 77 anos.
Relativamente aos parametros hematologicos apresentam valores de HbF entre os 0,2%
e 9% e de HbA2, entre 3,4% e 6,8%.

A sequéncia do gene HBB foi analisada por sequenciacdo direta, tendo sido
identificadas seis mutacdes diferentes. As duas mutagdes mais comuns foram ¢.92+6T>C
[IVSI-6 (T>C)] (n=25) e ¢.118C>T [CD39 CAG> TAG)] (n=20). Foram ainda
encontradas as seguintes mutagdes: c.48G>A [CD15 TGG>TGA] (n=10), c.92+1G>A
[IVS-I-1 (G>A)] (n=8) e ¢.93-21G>A [IVSI-110 G>A] (n=3).

Tabela 1: Dados demogréaficos e parametros hematol6gicos dos individuos com B- talassemia minor.

Caracteristicas Valores
Idade média (SE) 32,12 (£2,67)
Idade (min-max) 2-77
Masculino (n) 30
Feminino (n) 36

Parametros Hematoldgicos

HbF média (SE) 2,19 (+ 0,26)
HbF (min-méx) 0,2-9,0
HbA2 média (SE) | 4,77 (£ 0,92)
HbA2 (min-max) | 3,4-6,8

Abreviaturas: SE: Erro padréo;

min-méax: valores de minimo e maximo

; n: ndmero.
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2.2 Selecdo de polimorfismos para analise

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

0 aumento de HbF na populagdo portuguesa, foi realizada uma pesquisa bibliogréfica, da

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

Tabela 2: Genes e polimorfismos selecionados para estudo de associa¢cdo com o aumento de HbF.

Chr: posicéo Gene SNP Referéncia
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 andlise laboratorial foi realizada no Laborat6rio de Genética Humana do Centro
de Investigacdo em Antropologia e Saude (CIAS), do Departamento de Ciéncias da Vida
da Universidade de Coimbra.

A extracdo de ADN gendmico de algumas amostras sanguineas foi previamente
realizada no laborat6rio da Unidade de Hematologia Molecular do Hospital Pediatrico de
Coimbra (CHUC), e as restantes extracdes foram efetuadas no Laboratdrio de Genética
Humana (CIAS), recorrendo ao FavorPrep™ Genomic DNA Mini Kit (Favorgen Biotech

Corp., Taiwan), seguindo com as recomendacdes 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 restricao.
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O polimorfismo HMIP rs66650371 (3 pb-del) foi estudado por electroforese em gel
horizontal de poliacrilamida (10%) apds amplificagdo por Polymerase Chain Reaction
(PCR) utilizando 2 pares de primers, especificos para cada alelo (amplification refractory

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

O polimorfismo do gene ARHGAP rs11759328 foi estudado com sondas TagMan por
real time-PCR através do equipamento GFX 96™™ Real-TimeSytem C1000 Touch
Thermol Cycler (BioRad laboratories, CA, USA).

Para as sequenciacdes de Sanger foi utilizado o sequenciador automéatico ABI 3130
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) localizado no laboratério de Hematologia

do Hospital Pediatrico de Coimbra.

2.3.1 Amplificacao da regiao alvo
a) Amplificacdo de ADN por Polymerase Chain Reaction (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase (na sigla inglesa PCR - Polymerase Chain
Reaction) é uma metodologia utilizada para a amplificacdo de fragmentos de ADN
utilizando a enzima Tag DNA-polimerase, responsavel pela replicacdo do material
genético através da sintese de uma sequéncia complementar do ADN alvo de estudo.
Através dos primers a sequéncia a ser replicada é identificada e copiada milhares a

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

Para analisar os diferentes polimorfismos das amostras foram realizadas
amplificacdes da regido alvo por PCR. Na tabela 3 estdo descritos 0s constituintes da

solucdo de reaccdo, a sua concentracdo e quantidades.

Tabela 3: Componentes da mistura da reacdo de PCR, concentracéo e quantidade.

Reagentes Volume por amostra (pl)

Agua bi-destilada 16,5 ul
Tampéo 10x 2,5ul
MgCI2 (25mM) 3ul

dNTPs (10 mM cada) 0,5ul
Primer direto (100 ng/ pl) 0,5ul
Primer reverso (100 ng/ ul) 0,5ul
Taq (5 U/ pl) 0,1 ul
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ADN 15ul

Volume final 25 ul

O protocolo de execucdo da amplificacdo (Tabela 4), foi realizado no termociclador
TProfessional (Biometra). Procedeu-se a desnaturacéo inicial durante 5 minutos a 94°C,
de seguida realizou-se 35 ciclos que consistiram na desnaturacdo a 94°C durante 45
segundos, hibridizacdo dos primers durante 45 segundos (dependendo do primers a
temperatura de hibridizacdo variou entre 52°C e 62°C; consultar tabela 5) e extensdo a
72°C durante 45 segundos. Foi feita uma extensdo final da cadeia de ADN a 722C durante

5 minutos.

Tabela 4: Protocolo de execu¢do do programa de amplificagdo por PCR

Fase Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacéo Inicial 94°C 5 min. 1x
Desnaturacéo 94°C 30seg.

Hibridizagao 52-62°C 45seg. 35x
Extenséo 72°C 45 seg.

Extensdo final 72°C 5 min.

Manutencéo 8°C o0

Abreviaturas: seg: segundos; min: minutos.

Relativamente aos primers utilizados na amplificagdo de ADN por PCR, 0s mesmos
sdo discriminados na Tabela 5, na qual é possivel observar os genes, o SNPs e as
sequéncias dos primers utilizados, como a referéncia do local/ artigo onde foi obtido a
sequenciacdo. Na inexisténcia 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 hibridizacéo utilizadas para cada SNP para amplificacdo de
ADN segundo a técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR).

Gene SNP Primers Temp Ref
Dir: 5’-CCTAAAAGGGAAGTTATTTTTCCA-3’
BCL11A rs1427407 58°C *
Rev:5’-TTTGCTCTTCTCCAGGGTGT-3”
Dir: 5’>-GCAGTCACCATCACATCAG-3’
DCHS2 rs61746132 60°C *
Rev: 5’-GCCACTGTTCTGTGGAAGGA-3’
Dir: 5’- GTTTATGGGGAAGGAAGGA-3’
ARHGAP18 | rs11759328
Rer: 5’>-GGGGCCAAAGTCTGTGTAGT-3’ 58°C *
Dir: 5>-TCACTCTGGACAGCAGATGTTACTAT-3’
Rer: 5’- CTCAGTGATGGTATTTCTGGAGAC-3’ Earrell
HMIP rs66650371 60°C etal.
Dir: 5’- AGCCCGTCCAGACACTCATTGTT-3’ (2011)
Rev: 5>-CCCTGATAACATTTTGTGGTTTTCATTTAACAT-3’
. Sutton
Dir: 5’>-AACTGTTGCTTTATAGGATTTTT-3’
HBG2 rs7482144 58°C etal.
Rev: 5°-AGGAGCTTATTGATAACCTCAGAC-3’
(1989)
. Faa et
Dir: 5>-CACAACGACCCATATAGACA -3’
LCR-5’HS4 | rs16912979 52°C al.
Rev: 5’-GGAAATCATTTACTCCAGACTC-3’
(2006)
Dir: 5’-GGTGTCCTGCTCGAAGTCA-3’
RNF113B rs16955011 62°C *
Rev: 5’-CTCCACAGCTGGCAGAAGG-3’
Dir: 5>-TTGACTTGGCTTTGGACACA-3’
KLF1 rs79334031 62°C *
Rev: 5’-GAGGGCTCCTCTCTGTCCTT-3’

Abreviaturas: Dir: direto; Rev: reverso; Temp: Temperatura de hibridizacéo; Ref: Referéncia; *Primers obtidos

através do programa Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/).
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b) Amplificacé@o por real time-PCR com Sondas de TagMan

A andlise 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 reagdo encontra-se discriminado na Tabela 6.

As sondas TagMan sdo usadas para amplificacéo e detecdo de variagdes na sequéncia
de ADN através da emissdo de sinal fluorescente, provocado pela degradacao da sonda
durante a atividade da enzima polimerase. A sonda TagMan é constituida por um corante
reporter fluorescente na extremidade 5 e um silenciador (quencher) na extremidade
3"(figura 5). O Silenciador (quencher) reduz a fluorescéncia emitida pelo corante do
reporter, através da transferéncia de energia de ressonancia 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 reporter,

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

|
) 2
5 SOND )

JJJE";VU

L 3’

Figura 5: llustragdo de uma sonda TagMan; F: Fluoréforo;
Q: quencher (Novais et al., 2004).

Neste processo de discriminacédo alélica a amplificacdo da regido do SNP estudada
foi discriminada através de sondas especificas para cada alelo do SNP, sendo essas 0
Fluoroforo FAM e o Fluoroforo HEX.
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Tabela 6: Protocolo de solugfes para o estudo das amostras com sondas TagMan.

Reagentes Volume por Amostra (ul)
Agua bi-destilada 10 ul
Mix (2x) 125 ul
Sonda (20x) 0,5 ul
ADN 2 ul
Volume final 25 ul

As amplificagBes foram realizadas num GFX 96™™ Real-TimeSytem C1000 Touch
Thermol Cycler (BioRad laboratories, CA, USA). Como é possivel observar na Tabela
7, iniciou-se a desnaturacdo a uma temperatura de 95°C durante 10 minutos e um ciclo de
40 repeticbes que compreendiam a desnaturacdo a 90°C durante 15 segundos e a
hibridizag&o/extensdo a 60°C durante 1 minuto.

Tabela 7: Programa de amplifica¢éo por real time-PCR

Fase Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacdo inicial 95°C 10 min. 1
Desnaturacéo 90°C 15 seg.

Hibridizacéo/ . 40
60°C 1 min.
Extensdo

Abreviaturas: seg: segundos; min: minutos.

2.3.2 Digestao com enzimas de restricéo

As enzimas de restricdo permitem isolar fragmentos de ADN com base na sua
capacidade para reconhecer sequéncias especificas de nucle6tidos. Apds a digestdo é
possivel observar os diferentes fragmentos resultantes do corte efetuado pela enzima de
restricdo através de eletroforese em gel (Susanne, 2003). Deste modo, € possivel fazer a
discriminacdo alélica através do padrdo de migracdo dos diferentes fragmentos
produzidos durante a digestdo. Na Tabela 8 é possivel observar as enzimas de restrigdo

utilizadas neste trabalho para cada SNP juntamente com as condicGes de incubagao.
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Tabela 8: Digestdo de enzima para cada SNP com as condic¢Ges de incubacao.

Gene

SNP

Enzima

Fragmento

Condigdes incubacgéo
(Temp /Duragéo)

BCL11A

rs1427407

HpyCH 4 11

Alelo G:137+76
Alelo T:213

Fragmento PCR:213 pb

37°C/16h

DCHS2

rs61746132

Nla IV

Alelo G: 76+ 122
Alelo A: 188

Fragmento PCR:188 pb

37°C/16h

HBG2

rs7482144

Xmnl

Alelo C:657
Alelo T:207+450

Fragmento PCR:657 pb

37°C/16h

LCR-5’HS4

rs16912979

HAE 111

Alelo A: 457+ 333457
Alelo G: 333+282+175+57

Fragmento PCR: 847pb

37°C/16h

RNF113B

rs16955011

Nlalll

Alelo C:116+34
Alelo T:34+48+68

Fragmento PCR: 150 pb

37°C/ 16h

KLF1

rs79334031

Faul

Alelo G:95+61
Alelo A:156

Fragmento PCR:156 pb

55°C/16h

Abreviaturas: Temp: tempo.

2.4 Observacao em eletroforese

Visualizagao por eletroforese em gel de agarose

O ADN é uma molécula que possui carga negativa devido a presenga de grupos
fosfato como constituintes dos nucleétidos. Quando é inserido numa matriz de gel,
submetida a um campo elétrico, tende a deslocar-se em direcdo ao polo positivo (Corréa

e Possik, 2012). A velocidade com que os fragmentos de ADN se movem no gel depende
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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 observacéo dos fragmentos de ADN foi efetuada por eletroforese em gel de agarose
a 2%, corados com brometo de etidio e visualizados a luz ultravioleta, ou em gel

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

Neste trabalho a eletroforese foi utilizada para duas finalidades:

I.  Observacéo do produto amplificado por PCR

Apobs a realizacdo da amplificacdo do ADN alvo por PCR foi necessario conferir se
o material foi ou ndo amplificado. Este procedimento foi efetuado a seguir a PCR com
recolha do produto da reacdo, juntamente com o controlo negativo (realizado em todas as
amplificagdes juntamente com as amostras, de forma a confirmar a inexisténcia de

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

Il.  Observacédo do produto produzido por digestdo com enzimas de
restricdo (PCR-RFLP)

Para a observacdo dos alelos gerados por cada um dos polimorfismos em estudo foi
realizada uma eletroforese apds a digestdo com a enzima de restri¢do respetiva (Tabela
8). A eletroforese foi efetuada em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidio (0,2
mg/ml), e em gel de poliacrilamida a 10%. A observagdo de bandas no gel de
poliacrilamida foi realizada através da coloragdo com nitrato de prata (Silver-staining). O
procedimento foi realizado consoante as indicacdes de Budowle et al. (1991), podendo

as mesmas serem observadas no anexo 2.

2.5 Sequenciacao

Apés a realizacdo da genotipagem realizou-se a sequenciacdo de algumas amostras
através do método de Sanger (Sanger et al., 1977) para confirmar os resultados obtidos

com o0s métodos de genotipagem previamente descritos.
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Procedeu-se a realizacdo do protocolo de purificacdo (Tabela 9), no qual os restantes
produtos amplificados foram purificados com um 1 pL Exosap (USB, Cleveland, OH,
USA) a 37°C durante 15 minutos e depois a 80°C durante 15 minutos. Depois da
purificacdo da amostra foi realizada a sequenciacao (Tabela 9), utilizando o kit BigDye®
Terminator v1.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems), neste processo utilizou-se
6,5 ul 4gua bi-destilada, na qual se juntou o produto purificado,1 pL de BigDye e 0,5 puL
de primer (direto ou reverso, 100 ng/ pL). A solucdo foi inserida no termociclador,
realizando 25 ciclos: 96°c (20 segundos) e 60°c (2 minutos).

Tabela 9: Protocolo de Sequenciagéo

Purificacao Sequenciagao
Protocolo do Protocolo do
Protocolo de solugédo Protocolo de solugédo
Programa Programa
Produto ] Agua bi-
. 4 ul 37°C 15 min. . 6,5 ul 96°C | 20 seg.
amplificado destilada
25X
) Produto .
Exosap 1ul 80°C 15 min. . 2,0ul 60°C | 2 min.
purificado
8°C 15 min. Big Dye 1ul 8°C
Primer (100
0,5 ul
ng/ pl)

Abreviaturas: seg: segundos; min: minutos.

2.6 Analise estatistica

Para cada polimorfismo foram calculadas as frequéncias alélicas e genotipica e
verificada se a sua proporc¢éo se encontra no Equilibrio de Hardy-Weinberg. A associacao
estatistica entre os polimorfismos e os niveis de HbF (ap6s transformacédo logaritmica)
foi analisada por regressdo linear em modelo aditivo (0 que assume que o0 gendtipo
heterozigotico representa um risco intermédio para a condicdo em relacdo aos dois
genotipos homozigoticos). Foi calculado o coeficiente de regressdo beta (B) que
representa o efeito de cada alelo minor sobre a variavel dependente em estudo (niveis de
HbF). Foi avaliada a influéncia dos hapl6tipos nos niveis de HbF combinando os dois

polimorfismos localizados no cluster beta-globinico (LCR-5'HS4 rs16912979 e Xmnl-
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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 calculo das frequéncias alélicas, o teste ao Equilibrio de Hardy-Weinberg, a
regressdo linear (com célculo dos parametros B, IC 95%: intervalo de confianga 95% e
valores de p) e a associacdo haplotipica foram realizados com recurso ao programa
informético PLINK (www.pngu.mgh-harvard.edu/purcell/plink) (Purcell et al., 2007).

A exploracdo de dados, o teste Mann-Whitney para comparacao das médias de HbF
entre genotipos, testes de qui-quadrado e elaboracdo dos graficos, foram efetuados com
0 programa informéatico IBM SPSS Statistics — v20 (Statistical Package for the Social

Sciences).
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3. Resultados

3.1 Genotipagem

Nas figuras seguintes sdo mostradas as diferentes metodologias utilizadas neste
trabalho onde podem ser observados os gendtipos obtidos para alguns dos SNPs

analisados.

Na Figura 6, é possivel observar o padrdo eletroforético obtido em gel de
poliacrilamida dos fragmentos amplificados por PCR de forma a identificar a delecéo de
3-pb do polimorfismo rs66650371 no locus HMIP. Sdo mostrados os trés gendtipos
homozigdtico normal (sem dele¢do), homozigético com delecdo e heterozigotico

normal/com delecdo.

R T

400pb— | 44 i N
200pb— < 5, = IZ == — Sl ' -+ 276DPb
S > — R s «—207pb

1 23 456 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 6: Gendtipos obtidos para a delegdo de 3-pb do SNP rs66650371 (HMIP) por eletroforese horizontal em gel de
poliacrilamida. 1,12: individuos homozigoticos para a delecéo; 2, 3, 7, 8, 10, 11, 13, 14: individuos heterozigéticos
(alelo normal e alelo delecdo); 4,5,6, 9: Individuos homozigéticos sem delecéo.

Na Figura 7 é observavel o padrdo eletroforético em gel de poliacrilamida, da
discriminacdo alélica para o polimorfismo rs7482144 do loci HBG2, apds a digestdo com

a enzima de restricdo Xmnl. S&o mostrados os trés genotipos C/C, C/T e T/T.
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Figura 7: Genotipos obtidos para o polimorfismo Xmnl-HBG2 rs7482144 através da técnica RFLP, por eletroforese
horizontal em gel de poliacrilamida. 1,6,9: individuos heterozigéticos (T/C); 2,3: individuos homozigdticos para o
alelo derivado (T/T); 4,5,7,8,10: Individuos homozigéticos para alelo ancestral (C/C).

Na Figura 8, € possivel observar os diferentes geno6tipos (C/C, C/T e T/T) obtidos

através da utilizacdo de sondas TagMan por real time-PCR, para o polimorfismo

rs11759328 (ARHGAP18). A discriminacdo alélica foi efetuada através da interpretacdo

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

minor, enquanto a linha vermelha representa o alelo major.
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Figura 8: Gendtipos obtidos para o polimorfismo rs11759328 (ARHGAP18) com recurso as sondas TagMan em real
time-PCR. a): gendtipo homozigético derivado (T/T); b): gendtipo homozigético ancestral (C/C); c): gendtipo

heterozigético (C/T).
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Na figura 9, sdo mostrados 0s genotipos heterozigético G/T e homozigotico T/T
visualizados através da sequenciacao de Sanger, para o polimorfismo rs1427407 no locus
BCL11A.

Figura 9: Genotipos obtidos para o polimorfismo BCL11A rs1427407, através da sequenciacdo de Sanger. a): genétipo
heterozigético (G/T); b): gen6tipo homozigético para o alelo derivado (T/T).

3.2 Associacgao individual aos niveis de HbF

Na andlise dos dados estatisticos referentes aos individuos com B-talassemia minor,
a Tabela 10 mostra os resultados obtidos. Podem ser observadas as frequéncias alélicas
para o alelo minor (MAF — minor allele frequency) na amostra em estudo, bem como o0s
valores de MAF para populacOes europeias e africanas depositados na base Ensembl
(https://www.ensembl.org/). A distribuicdo dos genotipos encontra-se no equilibrio de
Hardy-Weinberg na populagéo em estudo para todos os polimorfismos analisados neste
trabalho (p >0,05).

A associagdo dos polimorfismos aos niveis de HbF foi analisada por regresséo linear,
em modelo aditivo (Tabela 10). N&o se verificaram valores de associa¢do 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 associagdo aos niveis de HbF para os polimorfismos BCL11A
rs1427407 (p = 0, 033), HMIP rs66650371 (p = 0,004) e Xmnl-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 sdo os alelos minor a influenciar o fendtipo. A variabilidade de HbF
explicada por cada um destes polimorfismos foi de 12,5% para 0 SNP HMIP rs66650371,
12,4% para Xmnl-HBG2 rs7482144 e 6,9% para BCL11A rs1427407. A significancia
estatistica manteve-se significativa utilizando a idade e o sexo como covariaveis
(rs1427407, p = 0,016; rs66650371, p = 0,006; rs7482144, p = 0,005).
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Tabela 10: Resultados da associagao entre os SNPs em estudo e os niveis de HbF no grupo de individuos com B-talassemia minor.

Chr: posi¢édo Gene SNP Alelos MAF MAF N MAF P-HWE Beta SE Variancia P p*
(1:2) AFR* EUR* (%)
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

Abreviaturas: N: niamero de amostra; Alelos: 1-minor, 2-major; MAF: frequéncia do alelo minor; p-HWE: valor-p obtido através do equilibrio de Hardy-Weinberg; Beta: coeficiente de
regressdo; SE: Erro padréo;

P: valor-p obtido através da andlise de regressdo linear em modelo aditivo;

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

Posicéo de cromossoma (Chr:posi¢do) de acordo com o Ensembi;

# dados retirados do Ensembl
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HbF LOG10

Na Figura 10 é possivel observar os Box-plots da distribuicdo do nivel de HbF (log-
transformada) dos polimorfismos BCL11A (rs1427407), HMIP (rs66650371) e Xmnl-
HBG2 (rs7482144) que obtiveram valores p significativos na associagdo com o0s niveis
de HbF. E possivel inferir pela observacio dos Box-plots que a distribuicdo do nivel de
HbF tende a aumentar nos gendtipos com o alelo derivado, verificando-se niveis mais

elevados de HbF nos gendtipos homozigoticos para o alelo minor.

Os Box-plots para os polimorfismos rs61746132 (DCHS2), rs16955011 (RNF113B),
rs11759328 (ARHGAP18), rs79334031 (KLF1) e rs16912979 (LCR-5 'HS4) para 0s quais
ndo foram obtidos valores p significativos na associa¢do com os niveis de HbF podem ser
consultados no apéndice.

HbF LOG10

100
GG GT T NN ND DD
BCL11A rs1427407 HMIP rs66650371

. 0

cc CT s

HbF LOG10

HBG2-XMNI rs7482144

Figura 10: Box-plots da distribui¢do do nivel de HbF (log-transformada) dos polimorfismos rs1427407
(BCL11A), rs66650371 (HMIP) e rs7482144 (Xmnl- HBG2), tendo em conta os genotipos: homozigético para o
alelo ancestral; heterozigotico; homozigético para o alelo derivado.
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Se compararmos a média dos niveis de HbF entre os diferentes gendtipos de cada
SNP, agrupando os dois genotipos 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) nao foram obtidas diferencas estatisticamente significativas entre os niveis
de HbF entre os dois grupos de gendtipos (valores de p entre 0,198 e 0,808), em

concordéncia com os resultados obtidos por regressao 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 genotipos (Tabela 11), verificando-se valores de médias de HbF mais elevada

no grupo dos genotipos heterozigoticos e homozigaticos para o alelo derivado.

Tabela 11: Comparacao da média dos niveis de HbF entre os diferentes genotipos de cada SNP no
grupo de individuos com B-talassemia minor.

. Genotipos Média HbF
Loci SNP P
(SE)
GG (n=47) GT+TT (n=19)
BCL11A rs1427407 0,025
1,84 (0,28) 3,05 (0,51)
GG (n=61) GA (n=5)
DCHS2 rs61746132 0,808
2,23 (0,27) 1,66 (0,42)
CC (n=46) CT+TT (n=20)
ARHGAP18 rs11759328 0,759
2,17 (0,30) 2,23 (0,48)
NN (n=35) ND+DD (n=31)
HMIP rs66650371 0,009
1,58 (0,27) 2,87 (0,42)
CC (n=46) CT+TT (n=20)
HBG2 (Xmnl) rs7482144 0,002
1,83 (0,31) 3,02 (0,41)
AA (n=37) AG+GG (n=28)
LCR-5"HS4 rs16912979 0,198
1,95 (0,35) 2,35(0,35)
CC (n=53) CT+TT (n=13)
RNF113B rs16955011 0,513
2,07 (0,62) 2,67 (0,75)
GG (n=59) GA (n=7)
KLF1 rs79334031 0,381
2,12 (0,26) 2,81 (1,10)

Abreviaturas: n: nimero de individuos da amostra para cada gendétipo (genotipo homozigédtico versus genétipos
heterozigético e homozigdtico para o alelo derivado); SE: Erro padréo; N: sem delecdo; D: com delecdo; P: valor-p
obtido através do teste Mann-Whitney; Valores p significativos (p <0,05) a negrito; Os valores médios de HbF na tabela
sdo ndo-transformados.
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3.3 Associacao haplotipica aos niveis de HbF

Foi feita a andlise haplotipica dos dois polimorfismos LCR-5"HS4 rs16912979 e
Xmnl-HBG2 rs7482144 localizados no cluster beta-globinico (cromossoma 11), tendo
sido obtidos trés haplétipos (Tabela 12). O primeiro haplétipo (GT), combina ambos os
alelos minor dos dois polimorfismos, e mostrou valores significativos de associa¢do aos
niveis de HoF (p = 0,0034), explicando cerca de 13% da variabilidade de HbF (r2=0,128).
Os restantes dois haplétipos (GC e AC), ndo mostraram valores significativos de

associacao aos niveis de HbF (p >0,05) (Tabela 12).

Tabela 12: Frequéncia de haplotipos para os dois SNPs LCR-5’HS4 rs16912979 e Xmnl-HBG2
rs7482144 no cluster da Beta-globina e sua associagdo aos niveis de HbF.

SNPs N | Haplétipo Freq Beta R? P
GT 0,169 0,284 0,128 0,0034
rs16912979|rs7482144 | 65 GC 0,076 -0,269 0,047 0,082
AC 0,746 -0,159 0,047 0,081

Abreviaturas: N: nimero de individuos da amostra para o haplétipo; Freq: frequéncia; Beta: coeficiente de regressao;
R?variancia das proporgdes explicada pelo modelo; P: valor-p obtido através da associacdo dos haplétipos; Valores p
significativos (p <0,05) a negrito.

3.4 Efeito cumulativo dos alelos minor nos niveis de HbF

Na Tabela 13 € possivel observar o resultado do efeito cumulativo dos alelos minor
dos SNPs BCL11A rs1427407, HMIP rs66650371 e Xmnl-HBG2 rs7482144, que
mostraram estar associados significativamente ao aumento de HbF. Considerando dois
grupos de individuos, um grupo com HbF aumentada e um segundo grupo com HbF
normal (assumindo um cut off de 1%), a amostra de individuos com 1 alelo de risco para
0 aumento de HbF mostra um valor de odds ratio (OR) de 4,25, com valor de p ndo
significativo (p = 0,079) na compara¢do com o grupo de individuos sem alelos minor. Por
outro lado, a amostra de individuos com 2-3 alelos de risco mostra um aumento no valor
de OR para 28,9, com um valor de p altamente significativo (p = 1,9¢®) quando
comparada com a amostra de individuos sem alelos minor. Esta analise mostra que existe
uma associa¢ao mais forte para HobF com o aumento do numero de alelos minor dos loci

considerados.
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Tabela 13: Andlise do efeito cumulativo dos alelos associados ao aumento de HbF, para os trés SNPs: BCL11A
rs1427407, HMIP rs66650371 e Xmnl-HBG2 rs7482144.

Alelos de N° Individuos HbF | N° Individuos HbF
] OR (95% CI) %2 P
risco normal elevada
0 17 2 1 (Referéncia)
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; ClI: intervalo de confianca; x2:qui-quadrado; P: valor-p obtido através da associagio
cumulativa dos alelos de risco; Valores p significativos (p <0,05) a negrito. HbF normal :<1; HbF elevada: >1.
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4. Discussao

Na populagdo mundial, a anemia falciforme e¢ a P-talassemia sdo as desordens
genéticas que representam a maior ameaca para a saude publica. Estas patologias
genéticas causadas por anomalias que afetam o gene B-globina carecem de solucdo no
que diz respeito ao seu controlo e abordagens terapéuticas (Thein e Menzel, 2009; Costa
etal., 2016).

As talassemias compreendem um amplo espectro de fenotipos clinicos que variam
desde o estado de portador silencioso a fen6tipos agressivos que resultam na dependéncia
de tratamentos e de transfusdes sanguineas. O fendtipo mais grave desses distlrbios € a
talassemia major. Nesses casos a producdo de cadeias B-globina é severamente afetada,
0 que leva a um desequilibrio de producéo entre as cadeias o e B globina. A auséncia de
cadeias B-globina e a producdo normal de cadeias a-globina, leva a um excesso de cadeias
a, provocando a destruicdo celular prematura com eritropoiese ineficaz levando a quadros

de anemias (Constanco et al., 2011).

A sintese reduzida de cadeias o e B globina é originada por mutaces, as que afetam
0s genes p-globinico sdo classificadas maioritariamente como mutagdes pontuais
enquanto que as mutagdes que afetam os genes a-globinico sdo maioritariamente grandes
delecGes. Relativamente as mutacBes pontuais na populagéo portuguesa que provocam f3-
talassemia as mais frequentes séo: coddo 39(C>T); ISVI-1 (G>A); IVSI-6 (T>C); IVSI-
110 (G>A), embora com diferentes distribuicbes nas diferentes regides do pais (Ribeiro
et al., 1997; Constanco et al., 2011)

Como ja foi referido anteriormente o quadro clinico dos individuos que padecem de
B-talassemia € bastante amplo. Nestes deve-se considerar o equilibrio entre as cadeias alfa
e beta, e que essas podem estar dependentes de outros mecanismos, nomeadamente a
existéncia de polimorfismos genéticos que conferem a capacidade de aumentar a
producdo de cadeias y-globina, de forma a que o desfalque de cadeias B-globina seja
compensado. Assim os fenotipos sdo menos agressivos, gerando hemoglobinas mais
funcionais, equilibrando o desequilibrio subjacente relativo as cadeias alfa (Constango et
al., 2011). Dessa forma as variagdes na expressao dos niveis de HbF relaciona-se com a
reducdo da morbilidade e mortalidade de patologias relacionadas com os disturbios da
hemoglobina (Platt et al. 1994; He et al 2017).
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Os niveis elevados de HbF na vida adulta ndo demonstram qualquer consequéncia em
individuos saudaveis, contudo, em individuos com B-talassemia e anemia falciforme
provocam a diminuicdo da severidade que essas patologias acarretam aos pacientes
(Thein e Menzel, 2009; Wahlberg et al., 2009; He et al., 2017). A identificag&o dos genes
e das variantes genéticas que contribuam para 0 aumento nos niveis de producdo de HbF
pode auxiliar no desenvolvimento de novas formas terapéuticas, ja que o conhecimento e
compreensdo dos mecanismos moleculares subjacentes a expresséo de y-globina podera
promover a sua reativacdo (Thein e Menzel, 2009; He et al., 2017). Foram até agora
identificados trés loci principais associados a regulacdo da expressdo de HbF,
nomeadamente o polimorfismo Xmnl-HBG2 (rs782144), e diversos polimorfismos na
regido intergénica HBS1L-MYB (HMIP) e no gene BCL11A (Farrell et al., 2011; Jawaid
etal., 2010; He et al., 2017; Thein, 2017).

No presente trabalho foi feito um estudo de replicacdo dos resultados de associagdo
aos niveis de HbF previamente encontrados noutras populagdes para trés SNPs
localizados nestes loci principais, numa amostra de individuos portadores de B-talassemia
minor de naturalidade portuguesa. Por outro lado, tentdmos identificar variantes
localizadas noutras regides do genoma associadas a HbF. Contudo, apenas obtivemos
significancia estatistica para os trés polimorfismos localizados nos genes BCL11A, HMIP
e HBG2, os principais QTL associados aos niveis de HbF.

Relativamente ao gene BCL11A localizado no cromossoma 2p16, codifica um fator
de transcricdo que se liga a regibes do cluster HBB, atuando como um importante
repressor da producdo 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 intrdo do gene BCL11A foram associadas a reducdo modesta da
expressdao de BCL11A e, consequentemente, a uma expressdo aumentada de HbF.
Possivelmente os diversos SNPs atuam em conjunto para influenciar a regulagdo de
BCL11A, influenciando os niveis de HbF (Bauer et al., 2013).

Neste trabalho investigou-se o SNP rs1427407, localizado no intrdo 2 do gene
BCL11A, tendo-se encontrado uma associacao significativa aos niveis de HbF para o alelo
minor T (p = 0,033). Este resultado vai ao encontro de um outro estudo realizado em

individuos caucasianos europeus saudaveis, no qual o polimorfismo rs1427407 obteve
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valores significativos na associacio com o aumento de HbF (p = 6,1e ) (Menzel et al.,
2007).

A associacdo do gene BCL11A, nomeadamente o polimorfismo rs1427407, com 0s
niveis de HbF foi comprovada também em diferentes populacdes com B-talassemia e
anemia falciforme. Em pacientes com B-talassemia, a associacdo de HbF € observada na
populagéo chinesa (p = 0,003) (Chan et al., 2016) e iraquiana (p = 0,0005) (Al-Allawi et
al., 2018). O mesmo resultado foi possivel de observar para a anemia falciforme, em
individuos indianos (p = 0,017) (Bhanushali et al., 2015); na populacdo africana (p =
7,23e% (Bauer et al., 2013); e na populagio nigeriana (p = 7e'¥ (Adeyemo et al., 2018).

No que concerne a populacéo portuguesa outro estudo constatou a influéncia de outros
polimorfismos do gene BCL11A nos niveis de HbF em individuos com B-talassemia
minor. Pereira et al. (2015), analisaram 0s SNPs rs11886868 e rs766432 do gene
BCL11A, obtendo valores significativos de associagéo para o SNP rs766432 (p = 0,001).
Assim na populacdo portuguesa podemos inferir a existéncia de dois polimorfismos no
gene BCI11A relacionado com o aumento de HbF em individuos com B-talassemia minor,
0S SNPs rs766432 e rs1427407.

Através de estudos de associacdo genética foi identificada uma regido intergénica
HBS1L-MYB (HMIP) no cromossoma 6g23 associada a variagdo de HbF. Jiang e
colaboradores (2006), através da andlise de culturas eritrides associaram 0s niveis
elevados de HbF com a expressao reduzida dos genes MYB e HBS1L. Demonstraram que
0 gene MYB é um fator chave para a producédo de HbF relacionando-se com os genes da
globina através do controlo dos ciclos celulares (Jiang et al., 2006). A sua supressdo
aumenta a HbF através da aceleracdo da maturagdo das células eritroides (sem supressao
da medula). Estudos funcionais mostraram que os SNPs localizados nesta regido
intergénica HMIP desregulam a ligacdo de factores eritrdides essenciais, afetando

interacBes cromossdémicas com o gene MYB o que afeta a sua expressao (Thein, 2017).

Num estudo realizado por Farrell e colaboradores (2011) em individuos chineses com
B-talassemia minor (heterozigoticos), o0 SNP HMIP rs9399137 mostrou forte associagcdo
com os niveis elevados de HbF (p = 1.39e72%). Neste estudo foi também identificada uma
delecdo de 3 pares de bases (del 3-pb) (TAC) na regido Chr6: 135460326 - 135460328
(rs66650371) em completo desequilibrio de ligagdo com o SNP rs9399137 em individuos

chineses, europeus e africanos (Farrell et al., 2011). Essa dele¢do tornou-se o
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polimorfismo HMIP mais analisado nos estudos de associagdo com HbF em diferentes
trabalhos. Ambos os polimorfismos mostraram uma associagdo aos niveis de HbF com
um valor de p idéntico (p = 1e%). Os individuos que possuiam a TAC intacta na sua
sequéncia de nucledtidos apresentavam valores de HbF de 0,85% + 0,70%, enquanto 0s
individuos homozigoticos para a del 3-bp apresentavam niveis 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 niveis de HbF na amostra de individuos com B-
talassemia minor na populagdo portuguesa (p = 0,004) a semelhanga dos resultados
obtidos por Farrel et al. (2011) numa amostra de individuos chineses com B-talassemia

minor.

Resultados semelhantes foram obtidos noutros estudos efetuados para a regido
intergénica HMIP. Danjou e colaboradores (2015), examinaram as variantes na regido
intergénica HBS1L-MYB numa amostra da populacdo geral da Sardenha, a variante
rs66650371 obteve valor estatisticamente significativo, sendo a delecdo (TAC) a
influenciar ambas as formas de hemoglobina (HbF/HbA2) (p = 1.0e82) (Danjou et al.,
2015). Outros trabalhos atestaram a influéncia desse polimorfismo, nomeadamente num
grupo populacional de individuos nigerianos com anemia falciforme (p = 0,002)
(Adeyemo et al., 2018).

A variante Xmnl-HBG2 (rs782144) localizada no cluster do gene [B-globina no
cromossoma 11p, foi o primeiro QTL identificado associado aos niveis de HbF em
diversas populacdes em individuos africanos com anemia falciforme, sendo
correntemente utilizado em estudos clinicos (Lai et al., 2017; Thein, 2017). A associacao
aos niveis de HbF para o alelo minor rs782144-T foi também verificada no presente
trabalho na amostra de individuos com B-talassemia minor de origem portuguesa (p =
0,004). Tendo também sido constatada noutros grupos populacionais em individuos com
B-talassemia, nomeadamente em chineses (p = 0,003) (Chan et al., 2016), indonésios (p
= 2.52 %) (Nuinoon et al., 2010) e curdos (p = 0.032) (Albarawi et al., 2018).

A presenca deste polimorfismo varia consoante a distribuicdo geogréafica (Ali et al.,
2015; Gawharya et al., 2018), contudo nas populacdes em que a sua frequéncia ¢é baixa
ainda existe correlagédo com os niveis aumentados de HbF. Como € o caso de individuos

egipcios com B-talassemia major, a presenca desse polimorfismo levou ao aumento de
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HbF (p <0,05) (Gawharya et al., 2018). O mesmo foi observado na populacdo
paquistanesa, na qual, a resposta a terapia com hidroxiureia em individuos com -
talassemia tem sido associada a um efeito mais favoravel na presencga do polimorfismo
Xmnl (Ali et al., 2015).

Em relacdo ao polimorfismo rs16912979, localizado também no cluster beta-
globinico, na regido LCR-5'HS4, ndo revelou associacao significativa com os niveis de
HbF na amostra estudada neste trabalho (p = 0,109). Contrariamente, outros estudos
sugerem uma associacao entre a regido LCR-5'HS4 e os niveis de HbF noutras populacgdes
(Neishabury et al., 2011; Habara, et al., 2017; Vathipadiekal et al., 2017). No estudo
realizado por Neishabury e colaboradores (2012) em pacientes com B-talassemia, 0s
individuos apresentavam um fendétipo clinicamente menos nocivo daquilo que seria
esperado para o tipo de mutacdo existente na coorte de estudo. Assim, identificaram a
existéncia da associacao do genotipo GG com a melhoria do fenétipo dos disturbios da
talassemia, juntamente com o polimorfismo Xmn1l-HBG2 (p = 0,003). Essa associacéo
entre o alelo G da regido LCR-5'HS4 e os fenotipos de pB-talassemia tem sido investigada
(Kukreti et al., 2002; Neishabury et al., 2011: Neishabury et al., 2012), surgindo como
possivel local capaz de modificar o fendtipo associado as talassemias (Neishabury et al.,
2011: Neishabury et al., 2012).

Na andlise haplotipica dos dois polimorfismos LCR-5"HS4 rs16912979 e Xmnl-HBG2
rs7482144, localizados no cromossoma 11, foi possivel observar associagdo significativa
com os niveis de HbF para o hapl6tipo que combina ambos os alelos minor: o haplétipo
(GT) associa-se positivamente ao aumento de HbF (p = 0,0034) explicando cerca de 13%
da variabilidade de HbF (r? = 0,128). Os restantes dois hapldtipos (GC e AC) ndo

mostraram associac¢do com os niveis de HbF (p >0,05).

O estudo do efeito cumulativo dos alelos minor dos SNPs BCL11A rs1427407, HMIP
rs66650371 e Xmnl-HBG2 rs7482144 encontrados associados significativamente ao
aumento de HbF mostrou que existe um aumento na forca de associagdo com 0 aumento
do namero de alelos minor, em concordancia com o descrito na literatura (Lai et al., 2017;
Al- Allawi et al., 2018). Quando comparadas com a amostra de individuos sem alelos
minor, a amostra de individuos com 1 alelo minor mostra um valor de p ndo significativo
(p = 0,08) e a amostra de individuos com 2 ou 3 alelos minor mostra um valor de p

altamente significativo (p = 1,9¢7).
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Como ja foi referido, o efeito cumulativo foi comprovado noutros estudos,
nomeadamente, na investigacdo realizada por Lai e colaboradores (2017), em chineses
com B-talassemia intermédia, no qual foi possivel verificar que a presenca dos genotipos
de risco das variantes HBG2 rs7482144, HMIP rs28384513, HMIP rs4895441 e BCL11A
rs4671393 num individuo leva a um aumento nos niveis de HbF. Os individuos chineses
com pB-talassemia intermédia com a combinagéo de 1, 2 ou 3 alelos de risco teriam um
aumento gradual dos niveis de HbF, (p = 0,067; 0,037; 0,002 e OR = 1,498; 1,792; 8,361,
respetivamente) em comparagdo com individuos sem a presenca de alelo de risco (Lai et
al., 2017). lgualmente, foi realizada a mesma constatacdo na investigacdo 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 n&o mostraram associagao
com os niveis de HbF (p = 0,953 e p = 0,549, respetivamente). As investigacdes realizadas
nestes genes por Sheehan et al. (2014) em doentes com anemia falciforme relacionavam
a interacdo destas variantes com o tratamento por hidroxiureia, de forma a ser possivel a
estimulacdo de producdo de HbF. Sheehan e colaboradores (2014) obtiveram valores
estatisticamente significativos na associacao desses polimorfismos com o aumento dos
niveis de HbF, em resposta & hidroxiureia (DCHS2 rs61746132 p = 1,73e*; e RNF113B
rs16955011 p = 3,76e™). Devido a esta resposta eficaz ao tratamento com hidroxiureia,
poderia esperar-se que estes genes pudessem mostrar associacdo aos niveis de HbF,

contudo, isso nao 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 ndo existe associacdo com o0s niveis de HbF na amostra
estudada neste trabalho. Assim, este resultado ndo reproduz o que foi observado por He
e colaboradores (2017) na populagéo chinesa, onde obtiveram associacéo significativa (p
= 5.1e™ entre o polimorfismo rs11759328 e os niveis de HbF em individuos com B-

talassemia.

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

promotora do gene KLF1, n&o foi obtida associacdo significativa com HbF (p = 0,445),
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a semelhanca do estudo efetuado por Pereira e colaboradores (2015) para o polimorfismo
rs3817621 (-251G/C), também localizado na regido promotora do gene KLF1, em
amostras de individuos com p-talassemia minor (p = 0,079) e com parametros
hematoldgicos normais (p = 0,134). Este resultado ndo estd de acordo com outras
investigacOes, que identificaram uma correlacdo entre a variante -148 C/T no gene KLF1
e 0 aumento dos niveis de HbF (Radmilovic et al., 2012). Por outro lado, diversas
mutacgdes na regido codificante do gene KLF1 tém sido apontadas como causa de aumento
dos niveis de HbF em doentes com hemoglobinopatias (Gallienne et al., 2012)
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5. Conclusao

A relacdo entre os niveis de HbF e a melhoria dos sintomas clinicos tem sido
verificada em doentes com B-talassemia e anemia falciforme. Investigacdes recentes
focaram-se na identificacdo de variantes genéticas responsaveis pela regulacdo da
expressdo dos niveis de HbF, procurando novos alvos terapéuticos para o tratamento de

disturbios da hemoglobina, nomeadamente, as sindromes falciformes e as talassemias.

Na literatura estdo identificados os trés loci de caracteristicas quantitativas (QTL)
principais associados & variabilidade de HbF, sendo eles o cluster HBB, a regido
intergénica  HBS1L-MYBe o0 gene BCL11A. Diversos polimorfismos genéticos
localizados nesses loci foram associados com a expressao elevada de HbF em doentes
com formas graves de p-talassemias e com anemia falciforme, bem como em individuos
saudaveis ou portadores com pB-talassemia minor de diferentes populacfes. Essa
associacao com HbF foi possivel de replicar para os polimorfismos BCL11A rs1427407,
HMIP rs66650371 e Xmnl-HBG2 rs7482144 na amostra de individuos com B-talassemia
minor utilizada neste trabalho (p = 0,016, p = 0,006, p = 0,005, respetivamente). Foram
analisadas outras variantes genéticas potencialmente influenciadores dos niveis de HbF,
nomeadamente o0s polimorfismos nos genes DCHS2 (rs61746132), RNF113B
(rs16955011), ARHGAP18 (rs11759328), KLF1 (rs79334031) e LCR-5'HS4
(rs16912979), contudo a associacdo com 0s niveis aumentados de HbF ndo foi verificada
(p >0,005).

Estes resultados obtidos na populagdo portuguesa estdo de acordo com o que tem sido
descrito na literatura, com muitos estudos genéticos a caracterizar algumas variantes
envolvidas na regulacdo da HbF nos trés QTL BCL11A, HMIP e cluster HBB.
Considerando que a reativacao da expressédo do gene HBG2 com a consequente aumento
dos niveis de HbF traria beneficios clinicos importantes para doentes com B-talassemia
ou anemia falciforme, a identificacdo de loci e vias bioquimicas associados a HbF podera
vir a proporcionar novos alvos terapéuticos tirando vantagem dos novos conhecimentos
sobre a fisiopatologia destas doengas, bem como do desenvolvimento das novas

tecnologias genéticas.
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Apéndice

Box-plots da distribuicdo do nivel de HbF (log-transformada) no grupo de individuos

com B-talassemia minor
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Anexos

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

Passo 1 — Lise

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

2. Adicionar 200ul de sangue;

3. Misturar agitando ligeiramente a mistura e centrifugar 5 minutos a 10 000rpm;
4. Eliminar o sobrenadante;

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

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

1h, se possivel em agitacéo;

Passo 2 — Binding

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

2. Adicionar 200ul 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 400ul de W1 buffer. Centrifugar 1min a 12000rpm. Esvaziar tubo e

recolocar coluna;

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

tubo e recolocar coluna;

3. Centrifugar a 12000rpm durante 3min.

Passo 4 — Eluicdo
1. Transferir coluna FABG para tubo coletor de 1,5ml;

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

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

[EEN

. Etanol (10%), em agitacao durante 10 min;

N

. Acido nitrico (1%), em agitacéo durante 5 min;

w

. Lavagem com agua destilada, duas vezes durante 30 s;

SN

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

ol

. Lavagem com agua destilada, duas vezes durante 30 s;

(2]

. Carbonato de sddio (0,28M) e formaldeido 0,02%, em agitagdo durante 2 a 5 min;

~

. Acido acético (10%), durante 30 s (paragem da reac&o);

8. Lavagem com agua destilada.
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