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TR resumo

PCR alelo-especifica Introdugdo: As hemoglobinopatias resultam de alteraces hereditarias, sendo prevalentes em muitas
regides do mundo, mas atingem a populacao brasileira de forma significativa. Elas sdo decorrentes de
alteracdes em genes estruturais responséveis pelo aparecimento das hemoglobinas variantes e/ou em
genes reguladores, resultando nas talassemias. A identificagdo dessas patologias tem sido rotineiramente
Hemoglobina D realizada por procedimentos eletroforéticos, contudo nossa experiéncia laboratorial evidencia que as
mesmas nem sempre apresentam resolucdes suficientes para a correta caracterizagdo da mutagdo.
Casuistica e métodos: O propésito deste trabalho foi estabelecer uma metodologia vélida para a ca-
Talassemia beta racterizacdo das hemoglobinas S, C e D em homozigose ou heterozigose, e suas possiveis interacdes,
baseada na amplificacdo génica alelo-especifica (PCR-AE) com a utilizacao de primers sense, antisense
e primers que se acoplam na posicdo do alelo mutante e na respectiva posicao do alelo normal. Re-
sultados e discussdo: Os resultados evidenciaram a validade dessa metodologia na caracterizacdo das
mutacdes, sendo esse procedimento de fécil realizacéo, reprodutivel e possivel de ser aplicado em um
significativo nimero de amostras.
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abstract lSRYE
Background: The hemoglobinopathies are a group of hereditary hemoglobin disorders in worldwide distribution, | Allele-specific PCR
affecting Brazilian population significantly; they are decurrent of alterations in structural genes, responsible for
hemoglobin variants, andy/or in requlatory genes, resulting the thalassemia. These disorders have been identified
in most cases by electrophoretics procedures, and our laboratory experience points out that sometimes they do
not obtain enough resolution for a right characterization of mutation. Material and method: The objective of | Hemoglobin b
this study was to establish a valid laboratory methodology for the characterization of hemoglobins S, Cand D in
homozygous or heterozygous and possible interactions, based on the allele-specific genic amplification (PCR-AE)
with the use in parallel two primers that differ at their 3 extremities and are complementary to the normal or | Beta thalassemia
mutated sequences. Results and discussion: The results make evident the validation of this methodology in the
characterization of these mutations, once this procedure is easy to execute,to reproduce, as well as it is possible
to be applied to a significative number of samples.
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Introducgéo

As hemoglobinopatias sdo decorrentes de alteracdes
estruturais ou reguladoras nos genes da globina humana,
seja quando ndo héa producédo de cadeia e/ou quando
pequenas quantidades de cadeias sdo estruturadas, ocor-
rendo também interacdes entre hemoglobinas variantes e
talassemias. Essas alteracdes, em sua maioria, sdo represen-
tadas por mutacdes de ponto em um Gnico nucleotideo,
podendo ainda ser originadas por microinsercdes ou
microdelecdes, dele¢bes ou crossing over desigual entre
cromatides parentais" 2,

O alto grau de mistura racial apresentado pela popula-
¢do brasileira resultante da imigracéo inicial dos escravos e
colonizadores, bem como da intensa miscigenacao ocorrida
entre eles e os nativos, propiciou caracteristicas antropolégi-
cas proprias de nossa populacado. Nesse contexto, doencas
genéticas foram preservadas e transmitidas, e entre elas as
hemoglobinopatias apresentam freqliéncias varidveis na
dependéncia das diversidades formadoras da populac¢do
analisada® 2",

Na populagdo brasileira podemos observar mais comu-
mente alteracdes representadas pelas hemoglobinas (Hb) S,
Hb C, beta e alfa talassemias, nas suas formas heterozigotas,
sendo que as homozigotas ou duplo heterozigotas, como Hb
S/Hb C, Hb S/B-talassemia, Hb S/o-talassemia e Hb C/pB-talas-
semia, ndo apresentam porcentagens expressivas® 6 27,

Essas patologias sdo rotineiramente identificadas por
procedimentos eletroforéticos, mas nossa experiéncia
laboratorial tem mostrado que esses procedimentos nem
sempre apresentam resolugdes suficientes para a correta
caracterizacdo de algumas mutagbes, como a intera¢ao
da Hb C com a talassemia beta heterozigota. Por sua vez,
as metodologias moleculares demonstram validade na
identificacdo precisa de uma mutacdo ou um defeito ge-
nético e varias técnicas tém sido utilizadas, como analise
de Southern blot com uso de enzimas de restricdo, sondas
oligonucleotideas alelo-especificas (ASOs), reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), amplificacéo génica alelo-especifica e
seqiienciamento génico® & 10.17.18, 21, 24, 25),

Portanto, o propésito deste trabalho foi estabelecer uma
metodologia vélida para a caracterizagao das hemoglobinas
S, Ce D, em homozigose ou heterozigose, e interacdes entre
elas e talassemias do tipo beta, com base nas amplificacdes
génica alelo-especifica (PCR-AE) e na génica multiplex (PCR-
multiplex), utilizando-se primers que estrategicamente se
acoplam na posicao dos alelos mutante e normal alterados
por somente um nucleotideo.

Casuistica e métodos

As amostras para estudo eram material genético de
portadores de hemoglobinopatias de nosso interesse, que
inicialmente apresentavam alteracdes em seu perfil eletrofo-
rético, e foram coletadas do préprio individuo da pesquisa
e/ou obtidas de banco de amostras.

Os participantes (de ambos os sexos) tinham diferentes
idades e caracteristicas raciais (caucaséides e ndo-caucasoi-
des) e pertenciam as diversas classes econémicas.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, e
desenvolvido obedecendo aos principios éticos estabeleci-
dos na Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Salde
(CNS), sob protocolo nimero 15/2003.

O DNA genoémico foi obtido a partir de sangue total
pelo método de Miller et al.™® modificado, baseado em
precipitacdo do material genético por cloreto de sédio
(NaCl) 6M. No material extraido verificou-se a pureza e a
quantificacéo espectrofotométrica™.

Na determinacéo dos genétipos AA, AS, SS, AC, CC
e SC utilizamos trés tubos para cada amostra de DNA,
sendo a reacdo de PCR-AE baseada no protocolo de Fischel-
Ghodisian et al.19 com algumas modificacdes de nosso
laboratério e realizada para um volume final de 100ul de
reacdo acrescentando 20 mmol/l de tampdo, 0,2 mmol/I
de cada dNTP; 1,5 mmol/I de MgCl,; 1,25U de Taq DNA
polimerase (Gibco-BRL); 50 a 100ng de DNA gen6mico e
0,2 umol/l de cada primer, sendo no tubo 1 adicionados
os primers beta 5’-a (5" - GTA CGG CTG TCA TCA CTT
AGA CCT CA -3"), beta 5'-b (5" - AGG GGA AAG AAA ACA
TCA A - 3') e beta A-b (5" - TAA CGG CAG ACT TCT CCT
C - 3%); no tubo 2 os primers beta 5'-a, beta 5’-b e beta
C-b (5’ - TAACGG CAGACTTCT CCT T - 3'); e no tubo 3
primers beta 5'-a, beta 5'-b e beta S-b (5’ - TAA CGG CAG
ACT TCT CCA C - 3") (Figura 1).

O processo de amplificacéo foi realizado por uma des-
naturacdo prévia de 95°C por cinco minutos, acrescida de
35 ciclos de 94°C por um minuto, 55°C por um minuto,
65°C por dois minutos, e sequida de uma extensdo final a
65°C por cinco minutos.

Na identificacdo do gendtipo AA, AD e DD, a reacéo de
PCR-AE foi realizada sequndo Sanchaisuriya et al."® modifi-
cado, utilizando-se dois tubos para cada amostra de DNA. A
reacao ocorreu em um volume final de 100ul com 10mmol/l
de tampao; 0,2mmol/| de cada desorribonuleotideo trifosfa-
tado (ANTP); 3mmol/l de MgCl,; 1U de Tag DNA polimerase
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(Gibco-BRL); 50 a 100ng de DNA gendmico; e 0,2umol/l de
cada primer, a saber: G7 (5’ - GAT ACA ATG TAT CAT GCC
TCT-3"), G30 (5" - TGC ACT GGT GGG GTGAATTC-3")e
H5 (5" - GCAGCCTCACCTTCTTTCATG G-3')no tubo 1
e no segundo tubo os primers G7, G40 (5’ - TGC ACT GGT
GGG GTG AAT TG - 3') e H5 (Figura 2).

O processo de amplificacdo foi realizado por uma des-
naturacéo prévia de 94°C por quatro minutos, acrescida de
30 ciclos de 93°C por 45 segundos, 60°C por 45 segundos,
72°C por um minuto e extensdo final a 72°C por quatro
minutos.

Para a identificacdo do genétipo SD realizou-se a reacéo
de PCR-multiplex em um dnico tubo, adaptada conforme
Fischel-Ghodisian et al.® e Sanchaisuriya et al.1®. A reacéo
ocorreu em um volume final de 100ul com 10mmol/l de
tampao; 0,2mmol/l de cada dNTP; 3mmol/I de MgCl,;
1,25U de Taq DNA polimerase (Gibco-BRL); 50 a 100ng de
DNA genémico; e 0,2umol/l de cada primer, a saber: beta
5'-a, beta S-b, G7, G40 e H5 (Figura 3).
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O processo de amplificacdo foi realizado por uma desnatu-
racao prévia de 95°C por cinco minutos, acrescida de 32 ciclos
de 94°C por 45 segundos, 57°C por 45 segundos, 72°C por
um minuto e extensao final a 72°C por quatro minutos.

Os gendtipos das interacdes C/B* talassemia e S/pB* talas-
semia foram detectados através de protocolo adaptado de
Fischel-Ghodisian et al.'9 e Bienvenu et al.®, utilizando-se
dois tubos para cada amostra de DNA. A reacdo de PCR
foi realizada para um volume final de 100ul de reacdo com
10mmol/l de tampdo; 0,2mmol/l de cada dNTP; 2,5mmol/I
de MgCl,; 1,25U de Go Taq DNA polimerase (Promega); 50
a 100ng de DNA gendmico; e 0,2umol/I de cada primer,
sendo no tubo 1 adicionados os primers PCO1 (5’ - GTC CAA
CTCCTAAGC CAGTG-3"), PCO9 (5" - CAGATACCCTGG
GAA CTA CA - 3'), TB110M (5’ - GGG TGG GAA AAT AGA
CT - 3") e beta C-b; e no tubo 2 os mesmos primers, com a
substituicdo do beta C-b pelo beta S-b (Figura 4).

O processo de amplificacdo foi realizado por uma des-
naturacdo prévia de 95°C por cinco minutos, acrescida de

Codon 6
5 3
Beta5-a |BetaA-b Beta 5'-b
Beta C-b
Beta S-b
GAG Normal
AAG Mutante C
GTG Mutante S
216 pb
| 660 pb
Figura 1 - Representacdo esquemtica da localizagéio dos primers no gene da globina beta humana na caracterizagdo molecular das hemoglobinas S, C e interagdes
Codon 121
GAA [A] Normal
CAA [D] Mutante
5 3

G7 G30 H5
G40

330 pb

Figura 2 - Representagéo esquemdtica da localizagdo dos primers no gene da globina beta humana na caracterizagdo molecular da hemoglobina D
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Codon 6 Codon 121
GTG Mutante S CAA Mutante D
5' 3
Beta 5'-a  Beta S-b G7 G40 H5
216 pb 330 pb
670 pb
Figura 3 - Representacdo esquemdtica da localizagéo dos primers no gene da globina beta humana na caracterizagdo molecular da hemoglobina SD

T—C G—A
6 110

5' 3'

PCO1 Beta C-b IVS16M TB110M PC09

Beta S-b
AAG Mutante C
GTG Mutante S

| 687 pb

Figura 4 - Representacéo esquemdtica da localizagdo dos primers no gene da globina beta humana na caracterizagio molecular da interagdo C/B* talassemia e S/B* talassemia

32 ciclos de 94°C por um minuto, 55°C por um minuto,
72°C também por um minuto, e sequida de uma extenséao
final a 72°C por cinco minutos.

Para a identificacdo da interacdo das hemoglobinas
variantes com a talassemia beta IVSI-6, a reacdo de PCR-AE
foi realizada nas mesmas condicdes referidas, com peque-
nas alteracdes: utilizacao de primers PCO1, PCO9, IVSI6M
(5" - GTC TTG AAC CTT GAT G - 3') e Beta C-b e PCO1,
PCO9, IVSI6M e beta S-b no segundo tubo (Figura 4). No
processo de amplificagdo a temperatura de hibridizacéo foi
de 54°C, realizando-se também 32 ciclos.

As anélises dos produtos amplificados foram verificadas
em gel de agarose a 2%, evidenciadas com brometo de
etidio e visualizadas sob transluminador.

As reacoes de amplificacdo foram realizadas no termo-
ciclador MiniCycler™ da M| Research, conforme algoritmo
estabelecido para o equipamento, e na dependéncia do
fragmento de DNA a amplificar e das temperaturas de fusdo
(Tm) dos primers utilizados.

Resultados

Na determinacéo dos gendtipos AA, AS, SS, AC, CCe SC,
observou-se como produto de amplificagdo uma banda de
660pb, que caracterizava a validade e efetividade da reacéo,
representando o controle positivo da mesma e devendo
estar presente nos trés tubos, enquanto uma banda de
216pb aparece na dependéncia do primer utilizado, o que
permitiu caracterizar os diferentes genétipos.

Para a verificacdo do genétipo D utilizamos dois tubos
de reacdes: quando o gendtipo era normal observamos no
tubo 1 bandas de 670 e 330pb, e no tubo 2 uma banda de
670pb; quando heterozigoto aparecia em ambos os tubos,
bandas de 670 e 330pb, e quando homozigoto mutante,
no tubo 1 visualizava-se uma banda de 670pb e no tubo 2
as bandas de 670 e 330pb.

Na caracterizacdo dos genétipos SD, observou-se como
produto de amplificagdo uma banda de 670pb, como o
controle positivo da reacdo, uma banda de 330pb represen-
tando o genétipo D e outra de 216pb para o genétipo S,
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caracterizando assim a interagdo SD. Se apenas a banda
de 330 ou de 216pb fosse visualizada, outra PCR deveria
ser realizada, de acordo com os protocolos padronizados,
a fim de caracterizar a homozigose ou heterozigose para a
mutacdo em questdo.

Os genétipos C/B* talassemia e S/B* talassemia foram
caracterizados pela observacao de uma banda de 687pb,
como o controle positivo da reagdo, enquanto uma banda
de 436pb representava o genétipo de IVS I-110, e outra
de 331pb o genétipo IVS I-6, na dependéncia do tubo em
que ocorria a reacdo; uma banda de 255pb representava
o0 genétipo C ou S, também na dependéncia do tubo da
reacdo. Nessa PCR identificamos o duplo heterozigoto e se
apenas uma das mutacdes for evidenciada, deve-se realizar
os protocolos padronizados para caracterizar o homozigoto
ou 0 heterozigoto para a mutacdo em questao.

O diagnéstico de hemoglobinas variantes pode ser
realizado, entre diversas técnicas laboratoriais, por procedi-
mentos eletroforéticos, como a eletroforese em acetato de
celulose alcalina, a eletroforese em agar citrato ou fosfato
acido, a focalizacdo isoelétrica em gel constituido por acri-
lamida ou agarose em diferentes pHs, e por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, entre outros® '2.

De acordo com o US Department of Health and Human
Services® a verificacdo de alteracdes no gene S deve neces-
sariamente incluir procedimentos que permitam o encontro
de suas formas comuns, a saber: Hb AS, Hb SS, Hb SC e inte-
racdes — 0 mesmo se aplica para a identificacdo do gene C.

Na identificacdo por metodologia molecular vérios
autores relatam o uso de oligonucleotideos alelo-especi-
ficos (ASOs) e PCR sequida de restricdo enzimética para a
verificacdo de alteracdes na molécula de hemoglobinas S
e C, e interagdes® 2", Neste trabalho essas foram caracteri-
zadas por reacdo em cadeia da polimerase alelo-especifica
(PCR-AE), permitindo a deteccao direta do alelo normal
ou mutante no DNA gendmico, sem provas adicionais de
hibridizacao, ligacao ou clivagem com enzima de restricéo
ou o uso de radioatividade.

Através da PCR-AE foi possivel distinguir os alelos mutan-
tes S e C heterozigotos e homozigotos, além de diferencia-
los do alelo normal e do duplo heterozigoto SC.

Postnikov et al.("”) realizaram a PCR-AE para a diferen-

ciacdo entre os gendtipos AS e SS, mostrando que esse
procedimento é importante no diagndstico rdpido de
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homozigoto para Hb S e para pacientes com a interagdo
Hb S/beta talassemia, sendo necessarias condicdes de ane-
lamento estritas para que a reacdo ocorresse.

Um método rapido para diagndstico diferencial de Hb S e
outras variantes, como Hb D e Hb Tak, foi desenvolvido e va-
lidado, usando PCR-AE-multiplex para facilitar o programa de
triagem de hemoglobinopatias na populagéo asiatica®.

Em nosso trabalho, padronizamos a identificacdo do duplo
heterozigoto S/D também através de PCR-multiplex. Os bons
resultados obtidos permitiam verificar a validade dessa meto-
dologia e sua possivel utilizagdo em rotina laboratorial.

A mutacdo beta S pode ser detectada por PCR-AE ou ana-
lise de PCR-RFLP com endonuclease de restricdo Mst Il. Tam-
bém se pode identificar a Hb D Punjab através de PCR-RFLP
com a enzima de restricdo EcoRl, bem como por PCR-AE(®),
parecendo essa Ultima mais pratica na rotina laboratorial.

Outros estudos realizados mostram que o genétipo D
pode ser detectado principalmente por seqiienciamento di-
reto do produto da PCR, RFLP e andlise de Southern blot™-?,
podendo também ser identificado por PCR-AE-multiplex,
pratica ndo muito comum em nosso pais e que realizamos
no presente trabalho, evidenciando validade expressiva.

Na nossa populacéo, a ocorréncia de Hb D Los Angeles
foi relatada por Zago e Costa®® em quatro familias brasilei-
ras, em estado de heterozigose, duplo heterozigoto Hb D/f*
talassemia e interacdo Hb S/Hb D, sendo essas associa¢des
descritas também em varios paises.

Naoum et al.(® também demonstraram a interacdo
entre Hb D e talassemia beta num individuo brasileiro e em
seus familiares. A identificacdo da interacdo Hb S/Hb D por
amplificacdo génica multiplex poderia facilitar o diagndstico
desse duplo heterozigoto, que néo é efetivo por eletroforese
em acetato de celulose como em agar acido.

Em um estudo realizado na populagao portuguesa foram
analisados os haplétipos do gene da globina beta e caracteri-
zadas as mutagOes para as talassemias beta, por hibridizacdo
oligonucleotidea, em 14 pacientes com talassemia beta maior
e cinco com interacdo Hb S/beta talassemia originarios do
sudeste de Portugal. Destacam-se como prevalentes trés
mutacdes, a saber: CD 39, IVS -1 e IVS I-110 com porcenta-
gens de 53%, 32% e 10%, respectivamente. Por sua vez, a
IVS 1-6 também foi identificada, com relativa freqliéncia, na
populacdo da regido nordeste de Portugal@?.

Num levantamento realizado em nosso laboratério, na
populacdo brasileira da regido central do Estado de Sdo
Paulo observamos nas mutagdes beta talassémicas, 65,1%
do CD 39; 18,6% de IVS1-110; 9,3% de IVS I-1; € 4,7% para
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IVS 1-6, sendo essa distribuicdo semelhante as observadas
no norte da Itélia®.

Ao considerar a possibilidade de identificar alteracdes
nos genes S e C pelo método de PCR-AE, a verificacdo de
interacbes dos mesmos também foi viabilizada, estabele-
cendo-se a metodologia necesséria. Os primers utilizados
para a identificacdo dos genétipos S e C associados aos
usados para talassemia beta, no caso IVS I-6 e IVS I-110,
proporcionaram por PCR-AE a resolucdo da interacdo Hb
S/B* talassemia e Hb C/pB* talassemia, mostrando essa técnica
ser importantissima no diagnéstico dessas interacdes.

Conclusao

Devido a importancia das hemoglobinas variantes, com
interacdes na populagdo brasileira, e a dificuldade na inves-

tigacdo de algumas delas, a partir das anélises laboratoriais
convencionais, foi possivel padronizar um teste diagnéstico
baseado na amplificacdo génica alelo-especifica (PCR-AE) e
na amplificacdo génica multiplex (PCR-multiplex).

Assim, evidenciamos a necessidade do estabelecimento
de protocolos de aplicacdo laboratorial, com a utilizacdo
da reacdo em cadeia da polimerase alelo-especifica e da
multiplex, na identificacdo de estados homozigotos, hete-
rozigotos e interacoes.
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