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INTRODUCAQO MATERIAIS E METODOS
A Drepanocitose ou Anemia das Celulas Falciformes (ACF) é uma O grupo analisado foi constituido por 14 doentes drepanociticos,
anemia hereditaria de transmissao autossomica recessiva caraterizada em idade pediatrica compreendida entre os 3 e 0os 17 anos,

pela presenca de hemoglobina S (HbS) devido a homozigotia para a
mutacao A—»T no codao 6 do gene da beta-globina (HBB:c.20A>T)
localizado em 11p15.5. Embora se trate de uma doenca monogenica, 0
seu fenotipo clinico e bastante heterogéneo (1). Este fato deve-se a
Influéncia modificadora tanto de fatores ambientais como de fatores
genéticos (2, 3). De entre estes ultimos, salienta-se o nivel elevado de
hemoglobina fetal (HbF; 4). O nivel de HbF é também variavel entre
individuos drepanociticos sendo condicionado por diversos fatores
genéticos polimorficos existentes no agrupamento genico da beta-
globina e por outros nao associados a este agrupamento, como por

todos com HbF elevada (média 15,8% % 3,7).

Apos extracdo de DNA de aliquotas de sangue periférico foram
caracterizados, recorrendo a metodologias de PCR-RFLP ou a
sequenciacao direta pelo meétodo de Sanger, a mutacao
drepanocitica (HBB:c.20A>T), quatro polimorfismos (SNPs) no
promotor do gene HBG2 (rs112075506, rs11221553,
1s112479157 e rs7482144), os haplotipos de restricao no
agrupamento génico da beta-globina, um SNP no gene BCL11A
(rs11886868) e fol sequenciado o gene KLF1.

exemplo os fatores transcricionais BCL11A e KLF1 (5, 6). (in www.abbotlab.wordpress.com) Os resultados obtidos na genotipagem destes doentes foram
. | » Fig;}i};_G"f”;“;zsn\(’)er:nmaf'gismde confrontados com os encontrados num outro grupo de criancas
Igu . .
Este trabalho teve como objetivos identificar molecularmente os gdrgpanécito com drepanocitose (n=35) mas com HbF baixa (HbF<8%).
fatores geneticos associados a niveis elevados de HbF num grupo de | S |
doentes com ACF seguidos no HDE. O tratamento estatistico dos resultados foi efetuado usando o

software SPSS vs 20. Para verificacao da normalidade da
distribuicao das variaveis foi usado o teste de Shapiro-Wilk e

RESU LTADOS para o estudo de associacao da variavel HbF com os diferentes

grupos de genaotipos foi usado o teste de Kruskal-Wallis.

Apos confrontacao dos resultados de genotipagem obtidos neste grupo de doentes com 0s O valor de p fol considerado estatisticamente significativo
anteriormente encontrados numa populagao semelhante, tambéem de criangas drepanociticas, quando <0,05.

mas com HbF baixa (HbF <8%), foi possivel constatar:

1 — Ha diferencas estatisticamente significativas na distribuicao dos doentes drepanociticos, agrupados segundo o nivel de HbF (grupo com nivel elevado de HbF
e grupo de doentes com HbF baixa) quanto ao seu genotipo no SNP rs7482144 (Tabela ).
O alelo T deste SNP (vulgarmente conhecido como o local Xmn | a-158 do gene G-gama-globina) e o haplotipo Senegal no agrupamento genico da beta-
globina (que inclui o alelo T deste local polimorfico) encontram-se estatisticamente associados a niveis elevados de HbF (Tabela Il e Fig. 2).

Tabela | — Distribuicdo dos doentes drepanociticos segundo o seu nivel de HbF Tabela Il — Analise de associacdo dos niveis de HbF dos doentes drepanociticos
(com nivel elevado vs nivel baixo de HbF) pelos diferentes genotipos referentes 5 (observados como um todo, n=49) com 0s genotipos em rs7482144 assim como
ao SNP Xmn | a -158 de Gy-globina (rs7482144). ¥ com os haplotipos no agrupamento génico da beta-globina
Genotipo Doentes SS com nivel Doentes SS com nivel Genotipo rs7482144 N° de HbF (%) T
rs7482144em  elevado de HbF (>8%) baixo de HbF (<8%) Teste g X e doentes y keTt\‘fv N
HBG2* (n) (%) (n) (%) Qui-quadrado : Haplotipo (n=49) ~mediana maximo  minimo SRl
cC 6 42.9 28 80,0 cC 34 5.8 1,8 21,5
CT 3 21,4 5 14,3 p=0,014 e Outro*/Outro*
CT
TT ) 35,7 2 5,7 =0,049
00 Senegal/Outro* 7 (it 28 16,6 :
TOtaI 14 35 SNP rs7482144: CcC CT TT
Haplotipo: Outro*/Outro* Senegal/Outro* Senegal /Senegal TT
*O SNP rs7482144 localiza-se no promotor do gene Gy-globina (HBG2). 7 14’5 4 19’9

Senegal/Senegal
Fig. 2 — Box-plot da distribuicao dos valores de HbF

*Qutro: refere-se aos haplotipos Bantu e Benim.

segundo os genotipos do polimorfismo rs7482144 e dos
haplotipos de restricdo no agrupamento génico da beta-
globina. *Outro refere-se aos haplotipos Bantu e Benim.

2 - Ha diferencas estatisticamente significativas na distribuicao dos doentes drepanociticos, agrupados segundo o nivel de HbF (grupo com nivel elevado de HbF
e grupo com HbF baixa) quanto ao seu genotipo no SNP rs11886868 no gene BCL11A (Tabela lll). O alelo C deste SNP encontra-se estatisticamente associado a
niveis elevados de HbF (Tabela IV e Fig. 3).

Tabela lll — Distribuicao dos doentes drepanociticos segundo o seu nivel de HbF Tabela IV — Andlise de associacao entre os niveis de HbF no total dos doentes .
(com nivel elevado vs nivel baixo de HbF) pelos diferentes genotipos referentes drepanociticos (n=49) e 0 genotipo em rs11886868 no gene BCL11A B
ao SNP rs11886868 no gene BCL11A. 200
Genotipo Doentes SS com nivel Doentes SS com nivel Teste de genotipo N° de HbF (%) Teste oo I
rs11886868 em elevado de HbF (>8%) baixo de HbF (<8%) Qui-quadrado rs11886868 em doentes mediana maximo minimo Kruskal-Wallis E
BCL11A* (n) (%) (n) (%) BCL11A (n=49) T oo
cC 2 17,2 19,9 14,5 N
CC 2 14,3 0 0 |
CT 21 7,4 21,5 2,3 p=0,026
CT 9 64,3 12 34,3 ~0.005 ] , , ,
P=Y, TT 26 5,3 19,9 1,8 SNP rs11886868: cc CcT T
TT 3 21,4 23 65,7
Fig. 3 — Box-plot da distribuicdo dos valores de HbF
Total 14 35 segundo os genoétipos do polimorfismo rs11886868
*O SNP rs11886868 localiza-se no intrdo 2 do gene BCL11A. Nno gene BCL11A.

3 - Nao foram encontradas alteracdoes moleculares no gene KLF1 que pudessem ser associadas aos niveis elevados de HbF nestes grupo de doentes.

CONCLUSOES

v" Em conclusao, neste estudo identificamos dois polimorfismos globinicos, um SNP (HGB2 rs7482144 alelo T) e um
haplotipo no agrupamento génico da beta-globina (Haplotipo Senegal) ambos associados a nivels elevados de HbF nestes
doentes drepanociticos.

MYB Ak
v  Quanto a fatores nao globinicos, foram estudados dois genes (BCL11A e KLF1l) que codificam para fatores O
transcricionais atuando em trans e que, conjuntamente com outros co-fatores, reprimem o silenciamento dos genes e
globinicos de expressao fetal (y-globina) no periodo adulto (Fig. 4), (7). No gene KLF1 nao foram detetadas alteracoes que 20
possam ser associadas aos niveis de HbF. Pelo contrario, o polimorfismo estudado no gene BCL11A mostrou-se - #5d i -4 B S e
fortemente associado aos niveis elevados de HbF. Assim, concluimos que existem polimorfismos em fatores genéticos
nao globinicos que podem modelar a expressao de HbF na drepanocitose. Fig. 4. Representacdo esquematica do

silenciamento dos genes y-globinicos mediado

, : : , .. , . , . : - por varios fatores transcricionais atuando em
v"Uma vez que a HbF € o principal modulador das carateristicas clinicas e hematoldgicas da drepanocitose (porque Nao | |irans. Entre eles salienta-se o fator repressor

participa na formacao do polimero de HbS e contribui para a reducado da concentracao media intracelular de HbS), os BnglAd- | o1
. 2 : ~ : : TP - ;- A t Xu J. et al, 2010 (7).

modificadores genéticos mencionados gque estao a contribuir para a existéncia dos niveis elevados de HbF nestes doentes aptado de AU J. et a (7)

tambéem deverao estar associados, conjuntamente com outros fatores, a fendtipos clinicos mais ligeiros da doenca.
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