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Titulo: Estudo da Associacdo dos Polimorfismos dos Exons 4,5,6,18 e 19 do
Gene SLC4A1 em Pacientes com e sem Alteragdo de Membrana
Eritrocitaria.

RESUMO

Introducdo O gene SLC4AL, responsavel pela expressdo da Banda 3 (anion exchanger
1- AE1), tem os exons 4,5,6 envolvidos na expressao da banda 3 Memphis e os exons 18 e 19
ligados a expressdo do sistema eritrocitario Diego apresentando polimorfismos de grande
importancia antropolégica e transfusional. Polimorfismos envolvendo este gene j& foram
descritos também associados as alteragdes na membrana eritrocitaria como esferocitose,
ovalocitose e eliptocitose hereditaria. Diante dessas associagdes, além dos poucos estudos
realizados na populacdo brasileira, estudamos associacGes entre polimorfismos do gene
SLC4A1 com altera¢cBes da membrana eritrocitaria em pacientes hematoldgicos da Fundagéo
de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM). Objetivo: Investigar
polimorfismo nos exon 4, 5, 6, 18 e 19 do gene SLC4A1, em pacientes com e sem alteracGes
na membrana eritrocitaria. Materiais e Métodos: Foram realizadas técnicas de AS-PCR e
sequenciamento génico em 385 pacientes hematoldgicos para esclarecimento diagndstico.
Foram consideradas as analises clinicas e laboratoriais onde foram estabelecidas as
associacfes com os polimorfismos no gene SLC4Al. Resultados: Foram coletadas 385
amostras de pacientes sendo formandos 4 grupos: Grupo A. pacientes anémicos com
poiquilocitose e/ou anisocitose, Grupo B. pacientes anémicos sem poiquilocitose e/ou
anisocitose, Grupo C. pacientes sem anemia com poiquilocitose e/ou anisocitose e Grupo D.
individuos saudaveis, que, diante dos véarios polimorfismos observados em nosso estudo, o
gene SLC4Al pode ser considerado polimorfico, dentre eles, mais de 5 alteracGes
nucleotidicas que causam alteracdo na sequencia de aminoécidos que contituem a proteina
banda 3. Em nossos estudos foram encontrados também, através de correlacdes estatisticas,
dois SNPs que possivelmente estejam associados ao fator de protecdo & anemia e 2 SNPs que
provavelmente estejam associados ao fator de risco da anemia. Para o exon 19 foram
sequenciadas, 302 amostras, constatamos que o alelo DI* A ocorre numa incidéncia de 5,30%
e o0 alelo DI*B com uma frequéncia de 94,70% e que correlacionamos o A166G (Banda 3-
Memphis). Diante dos resultados, foi encontrado o alelo DI*A correlacionada com a 166A
(Banda 3 —Normal),sendo assim constatado uma nova variante do alelo DI*A.

Palavra-chave: Proteina Banda 3, Gene SLC4Al, Alteracbes de Membrana, Eritrocitos,

Anemias



Title: Study of the Association of Polymorphisms in Exons 4,5,6,18 and 19 of the
SLC4A1 Gene in Patients with and without amendment Erythrocyte Membrane.

Abstract

Keyword: Band 3 Protein Gene SLC4Al, Membrane Changes, Erythrocytes, Anemias
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INTRODUCAO

O gene SLC4A1(Solute Carrier Family 4, Anion Exchanger Member 1), constituido 22
exons e 19 introns sendo localizado no cromossomo 17g12.31, expressa a glicoproteina
Banda 3, evidenciada nos eritrocitos e nas células tubulares renais.

A Banda 3 é composta por dois dominios que sdo estruturalmente e funcionalmente
distinto. O dominio N-terminal de 40 kDa localiza-se no citoplasma e atua como ponto de
ligacdo entre anquirina e a membrana eritrocitaria.

O dominio C- terminal ou carboxiterminal tem peso molecular de 55 kDa tem como
principal funcdo, direcionar o fluxo de anions bicarbonato (HCO73) e cloro (CI) através da
membrana eritrocitaria, permitindo a eliminacéo de CO, dos tecidos (POOLE, 1999).

A banda 3 é provavelmente uma proteina de transporte multifuncional responsavel
pelo transporte de glicose, anions e agua ( LANGDON e HOLMAN 1988).

A banda 3 Memphis ocasionado por polimorfismos silenciosos ocorre em todas as
populacdes humanas com diferentes frequéncias variando de uma populacdo para outra.
Yannoukakos et al. (1991) demonstraram que esta variante eletroforética é devido a
substituicdo de acido glutamico por lisina na posicdo 56, ou seja, uma substituicdo de A para
G na primeira base do cddon 56 é responsavel pela mudanca.

Outras alteracdes génicas também estdo associadas com a acidose tubular distal que
secretam protons e outros polimorfismos resultam em novos antigenos sanguineos como o
sistema Diego.

O sistema Diego, possui antigenos eritrocitarios que sao codificados pelo gene
SLC4AL (Solute Carrier Family 4, Anion Exchanger Member 1) e dentre 0s 22 antigenos, dois
pares independentes e antitéticos sdo conhecidos Dia/Dib e Wra/Wrb (BRECHER, 2002).

O antigeno Diego A (Dia) € de baixa incidéncia entre caucasianos, mas frequente entre
indios e em populagBes orientais, sendo considerado um marcador para estudo antropolégico
(LAYRISSE et al.,1955; KOMATSU et al., 2004; PARK et al., 2003; LEE et al., 2007).

Em 1994 Bruce descreveu que o polimorfismo Di®/Di° era caracterizado por troca
Unica de aminodcido na posicao 854, uma prolina, no caso do Di’, ou a presenca de leucina na
mesma posicéo, no caso do antigeno Di®.

O fenotipo Di (a+b-) € encontrado raramente, predominando em asiaticos e indios.

Alguns individuos com este fendtipo sdo geneticamente heterozigotos para a mutagdo
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Pro854Leu, sugerindo a presenga de uma nova muta¢do na banda 3, no alelo que codifica a
prolina 854, a qual inibe a expressdo do Di® (JAROLIM et al, 1994; JAROLIM & RUBIN,
1996; ISSIT & ANSTEE, 1998).

Polimorfismos no gene SLC4A1, podem resultar em eritrocitos com forma e estrutura
anormais gerando a anormalidades estruturais e desestabilizacdo da membrana das hemacias,
levando a esferocitose e ovalocitose hereditaria (MOHANDAS e CHASIS, 1993;
WALENSKY et al., 2003).

Este estudo se propde a detectar polimorfismos no gene SLC4Al que possam estar
associados com alteragdes nas membranas dos eritrocitos resultando em anemia cronica. Este
diagnéstico é fundamental para esclarecer a razdo do estado anémico do pacientes

direcionando a conduta médica evitando danos ao individuo e ao sistema de salde.



17

1. FUNDAMENTO TEORICO

1.1 Gene SLC4A1

O gene SLC4AL esta localizado no cromossomo 17g12.31 e é composto de 20 exons e
19 introns sendo constituido de 18 kb no total, sua sequencia de DNA do gene codifica a
Banda 3 (anion exchanger 1- AE1) (ZELINSKI et al., 1993)(Tabela. 1). Composto de duas
regibes promotoras tecido especifico, uma eritroide localizada acima do exon 1 e uma nas
células renais localizada no intron 3 (SAHR et al., 1994)( Tabela 1) . O gene da banda 3 era
denominado de AEL1 (anion exchanger 1), mas foi renomeado como SLC4A1(Solute Carrier
Family 4, Anion Exchanger Member 1), pelo comité de nomenclatura do mapeamento
genético humano (Humam Gene Maping — HGM) (ZELINSKI, 1993).

Tabela 1: Organizacdo do gene SLC4A1 que expressa a proteina banda 3. Adaptado. Schofield et al, 1994

Exon Tamanho (bp) Aminoéacidos Introns Tamanho (kb)
1 582 - >3
2 83 1-5 0.125
3 91 6-36 0.998
4 62 36-56 0.757
5 181 57-117 0.095
6 136 117-162 0.472
7 124 162-203 0.227
8 85 204-232 0.152
9 182 232-292 0.539
10 211 293-363 0.232
11 195 363-428 0.178
12 149 428-477 0.144
13 195 478-542 1.503
14 174 543-600 0.377
15 90 601-630 0.543
16 167 631-686 1.126
17 254 686-771 1.527
18 170 771-827 0.086
19 174 828-885 0.620

N
o

2146 886-911 -
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1.2 Banda 3

A banda 3 é considerada a principal glicoproteina integral da membrana e seu peso
molecular é de 95kD. Representa 25%-30% de todas as proteinas da membrana e possui em
torno de 10° cépias por hemécia (Figura. 1).

E expressa somente nos eritrocitos e nas células dos tubos distais coletores dos rins,
sendo composta de 911 aminoacidos com dois dominios funcionalmente independentes
(POOLE, 1999) (Quadro. 1).

Figura 1: Estrutura da proteina banda 3associado as proteinas glicoforina A (GPA), banda 4.2 e a glicoproteina
associada ao Rh (RhAG) demonstrando a ligacdo a espectrina através da anquirina . Adaptado: Xiuli e
Mohandas, 2008.

O dominio N- terminal tem peso molecular de 40 kDa, possui uma funcéo estrutural
devido ser uma proteina citoplasmatica e esta conectado com a membrana a espectrina, e
fazendo a ligagdo da anquirina e proteina 4.1 e 4.2 sendo mediadora da ligagdo com enzimas
glicoliticas, a hemoglobina e ao hemicromo (POOLE, 1999).

O dominio amino- terminal conhecido também como N-terminal, possui de 6 a 7 al¢as
extracelulares, devido a proteina atravessar a membrana eritrocitaria 12 a 14 vezes. As alcas

possuem estrutura flexivel que permite uma conformacdo tridimensional e desempenha
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funcédo importante na expressdo antigénica. Zelinski et al., 1998 descreve que a estrutura N-
terminal sdo constituidas de mais de 90 aminoécidos que em tese poderiam representar
potenciais sitios antigénicos.

Em 2003, estudos descreveram aspectos da porcdo N-terminal da banda 3 ou
AE1(CDB3) de hemacias humanas que é o substrato executor da apoptose induzida pela
caspase 3. A acdo da caspase 3 é observada em hemacias adultas, mas ndo em nedcitos ou
hemacias jovens. Esta descoberta esclarece a eluicdo de alguns antigenos eritrocitarios
durante o tempo de conservacdo das hemacias in vitro.

O dominio C- terminal ou carboxiterminal tem peso molecular de 55 kDa tem como
principal funcdo, direcionar o fluxo de &nions bicarbonato (HCO73) e cloro (CI) através da
membrana eritrocitaria, permitindo a eliminacéo de CO, dos tecidos (POOLE, 1999).

Antigeno de células senescentes (SCA) é uma proteina que aparece em células velhas
e sao responsaveis pela marcacdo e remocao do sistema imunoldgico, gerado pela degradacéo
da proteina da banda 3 e envolvido na remocéo de eritrécitos nas anemias hemoliticas e na
remocdo de eritrocitos infectados com a maléria utilizaram peptideos sintéticos para
identificar os locais antigénicos na banda 3 reconhecidos pela IgG que se liga a células velhas
(KAY, 1993).

Bruce et al, 2003, prop6s um modelo onde proteina banda 3 divide- se em 3
dominios: 1. Dominio de membrana, responsavel pela troca idnica, 2. Dominio citoplasmético
C-terminal, o qual se liga a anidrase carbénica Il (CAIll), formando um canal de liberacdo de
HCO3 localizado na face citoplasmatica da banda 3 e 3.

Dominio citoplasmatico N-terminal que se liga a enzimas glicoliticas, hemoglobina e
hemicromos que por sua vez pode induzir a agregacéo da banda 3 levando assim ao turn over
celular. A principal funcéo deste dominio é a de ancorar a banda 3 ao citoesqueleto.

Bruce et al., 2004 sugeriram que em eritrocitos a banda 3 pode ter dois tipos de
atividades ionicas de sulfeto, iodeto e cloreto: um com alta atividade de transporte de &nion
quando a Glicoforina A (GPA) esta presente e uma menor atividade no transporte de anion
guando GPA esta ausente.

A banda 3 e o complexo Rh estdo associados na membrana eritrocitaria, formando o
denominado macro complexo da banda 3. Esta teoria pode ser demonstrada pela constatagdo
de que na auséncia da banda 3, em camundongos e humanos, ocorre, simultaneamente,
deficiéncia do complexo Rh, além do fato, de ocorrer coimunoprecipitacdo do complexo Rh
(RhAG e Rh) e da banda 3 de eritrocitos de individuos saudaveis, utilizando-se anticorpo

monoclonal de camundongo (antibanda 3 BRIC169).
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Outro motivo que corrobora com esta hip6tese consiste na similaridade do nimero de
tetrdmeros de complexo Rh e de tetrdmeros da banda 3. Por ultimo, os antigenos do sistema
Rh encontram-se ligados ao esqueleto da membrana eritrocitéria.

Este conjunto de dados sugere que o macro complexo banda 3 seja formado ao redor
da fracéo tetramérica da banda 3 que se encontra ligada a anquirina a qual se liga ao esqueleto
via espectrina-actina (BRUCE LJ, BECKMANN R, RIBEIRO ML, et al., 2003; PETERS
LL, SHIVDASANI RA, LIU SC, et al., 1996 ; INABA M, YAWATA A, KOSHINO I, et al.,

1996).
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ALLSLVLMAG

DFFIQDTYTOQ
ALLVFILIFL

MPWLSATTVR
GLSILMEPIL
DVPYVKRVKT

RVLLPLIFRN

MEEPAAHDTE

WVQLEENLGE

VANQLLDRFI
SGDPSQPLLP
VGRADFLEQP
LGRAAATLMS
ALLSLVPVQR
GLVRDIRRRY
TRNOMGVSEL
TNGLEYIVGR
IFIYETFSKL
TFFFAMMLRK

KLSVPDGFKV
ESQITTLIVS

SVTHANALTV
SRIPLAVLFEG
WRMHLETGIQ

VELQCLDADD

ATATDYHTTS

NGAWGRPHLS

FEDQIRPQDR
QHSSLETQLF
VLGEFVRLQEA
ERVFRIDAYM
ELLRRRYQSS
PYYLSDITDA
LISTAVQGIL
VWIGFWLILL
IKIFQDHPLOQ
FKNSSYFPGK

SNSSARGWVI
KPERKMVKGS

MGKASTPGAA
IFLYMGVTSL
IICLAVLWVV

AKATFDEEEG

50

100

150
200
250
300
350
400
450
500
550
600

650
700

750
800
850

900
911

Quadro 1: Sequéncia dos aminoacidos que constituem a proteina banda 3.
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1.2.1 Banda 3-Memphis

A banda 3- Memphis se caracteriza por sua mobilidade eletroforética reduzida por
haver substituicdo de um aminoéacido no dominio citoplasmatico da banda 3, Lys 56-Glu
(AAG>GAG) codificada no exon 4, este polimorfismo é conhecido como banda 3-Menphis
(YANWOUKAKOS et al., 1991; JAROLIM et al., 1992).

Existe outra variante conhecida como banda 3-Memphis Il, apresenta, além de
mobilidade eletroforética anormal, aumenta a capacidade de ligagdo ao inibidor do fluxo de
anions, deidrodiisotiocianatodisulfonato (H,DIDS/DIDS). A variante 1l apresenta a troca Lys
56-Glu e se caracteriza por estar associada ao antigeno Di?, leucina na posic¢éo 854 na proteina
(SPRING et al., 1992 ; BRUCE et al., 1994).

Um novo alelo foi descrito e caracterizado pela presenca do alelo DIA na auséncia da
banda Memphis. O aminoacido lisina nas posi¢es 539 e 851 sdo 0s sitios responsaveis pela
ligacdo covalente de H2DIDS (BALEOTTI et al., 2003).

O polimorfismo DI*A/DI*B, localizado na posi¢do 854, encontra-se proximo a lisina
851, fato este responsavel pela alteracdo conformacional entre as lisinas 539 e 851
modificando a estrutura que se liga ao H2DIDS e, assim, o aumentando a susceptibilidade da
lisina 539 a ligacdo covalente ao H2DIDS (BRUCE et al., 1994).

Em 1955, o sistema Diego foi descoberto, quando Layrisse e colaboradores estudaram
uma familia venezuelana com ascendéncia indigena (familia Diego), na qual nasceu uma
crianga que apresentou doenca hemolitica do recém-nascido (LEVINE.et al.,1956).

Esse sistema de grupo sanguineo é constituido principalmente por dois pares
independentes de antigenos Di® / Di°® e Wr? /Wr®, cada par contendo um antigeno de baixa
incidéncia e um determinante antitético de alta incidéncia respectivamente, e por outros 17
antigenos menos expressivos (BRECHER, 1994; BRUCE et al., 1999).

Para o par de antigenos Diego existe a possibilidade de trés fenétipos: Di (a- b+), Di
(a+ b+) e Di (a+ b-) (DANIELS et al., 1999).

O polimorfismo do antigeno Di® ocorre em populacdes de origem mongolica, sendo
sua frequéncia alta em indios venezuelanos, nos quais podem chegar a 36%, e também em
japoneses, nos quais pode variar entre 8% e 12% e em chineses, nos quais sdo estimadas entre
2,5% e 3,2% mas surpreendentemente, esses antigenos ndo sdo encontrados em esquimos
(KUSNIERZ-ALEJSKA et al., 1992 ; LAYRISSE et al., 1995; MOLLISON et al., 1997,
SOUTHGATE et al., 1996).
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Em contraste, o antigeno Di* é raro em caucasoides e em populacbes africanas
(DANIELS et al., 1999). Assim, em 9.661 doadores de sangue poloneses , apenas 45
apresentaram esse antigeno (KUSNIERZ-ALEJSKA et al., 1992).

De acordo com Zelinski et al., 1993 o I6cus do sistema Diego esta localizado no braco
inferior (g ) do cromossomo 17, sabendo-se ainda, que o antigeno DI?, é uma mutacéo de seu
alelo mais frequente DI*B, que resulta da substituicdo de um Unico aminoacido expresso a
partir do gene SLC4A1, que codifica a proteina banda-3 da superficie do eritrdcitos.

Nunca se observou um individuo Di(a-b-) porque isso resultaria de uma deficiéncia da
banda-3, a qual seria letal (DANIELS et al., 1999).Em 1994 Bruce descreveu que 0
polimorfismo DI*A/DI*B era caracterizado por troca Unica de aminoacido na posi¢do 854,
uma prolina, no caso do Di®, ou a presenca de leucina na mesma posicdo, no caso do antigeno
Di?.

A Banda 3 é produto do I6cus Diego (DI). Alguns dos antigenos do sistema Diego
(Wd% Rb? Bp? Warr, Wu, Vg® Tr* ), tém localizacdo extracelular em locais cujas as
sequéncias estdo envolvidas no processo do envelhecimento celular e na cito-aderéncia do
eritrocito infectado pelo Plasmodium falciparum ao endotélio vascular.

Neste Gltimo caso, levando ao sequestro dos eritrocitos infectados na microcirculagao,
um mecanismo implicado nas suas complicacbes cerebrais, responsavel pela elevada

morbidade e mortalidade associada a esta doenca (PENG et al., 1996).

1.2.2 Membrana Eritrocitaria

A membrana eritrocitaria é essencialmente constituida de lipideos e proteinas
dispostos na superficie dos eritrocitos de forma extremamente complexa (WAJCMAN et al.,
1984).Esta membrana consiste em uma bicamada fosfolipidica, que representa
aproximadamente 50% de sua massa total e forma a barreira entre dois compartimentos
liquidos, intra e extracelular (COOPER, 1997).

As trocas entre estes compartimentos sdo realizadas através de bombas, canais de
trocas de ions e transporte molecular como o da glicose (WAJCMAN et al., 1984).

Além disso, a deformabilidade da membrana, fluidez de seu citoplasma e a
complexidade de sua superficie membranar em relagdo ao seu volume interno asseguram as
funcdes de transporte de O, dos pulmdes e remocédo do CO, dos tecidos para os pulmdes.

Esta capacidade de transporte depende das condigdes de adaptagdo circulatéria e
também da hemoglobina citosélica e de um polipeptidio maior da membrana: a banda 3 ou

proteina de troca de ions (anion exchanger 1, AE1).
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A organizacdo quimica estrutural da membrana dos eritrocitos é responsavel pela
capacidade de sofrer extensas deformacdes reversiveis, mantendo a sua integridade estrutural
durante sua longa vida util em circulacdo. A membrana celular dos eritrécitos apresenta um
complexo comportamento mecanico e € altamente elastica que responde rapidamente a
tensdes aplicadas.

Sua caracteristica quimica e fisica foi adquirida de uma lenta evolugdo impulsionando
uma eficaz engenharia composta de fosfolipidios anfifilicos e proteinas ancoradas a uma rede
elastica protéica do citoesqueleto, atraves de pontos de amarracdo incorporados na bicamada
lipidica denominados de proteinas transmembranares (MOHANDAS e EVANS, 1994,
MOHANDAS e REID, 2006). (Figura 3.)

Mais de 50 proteinas transmembranares diferentes ocorrem em abundancia variando
de algumas centenas a cerca de um milhdo de copias por eritrécitos. No entanto uma grande
fracdo destas proteinas sdo antigenos de grupos sanguineos (REID e MOHANDAS, 2004).

Assim, proteinas de membrana eritrocitaria sdo expressas por diferentes genes e
apresentam uma heterogeneidade funcional como: transporte de agua, cation, sinalizacdo
celular e outras funcdes ndo definidas (REID e MOHANDAS, 2004).

A integridade estrutural da membrana esté relacionada com suas proteinas tais como: a
banda 3, a glicoforina C e a glicoproteina associada ao Rh (RHAG) interligadas a proteina
do citoesqueleto espectrina (BENNETT, 1983; NICOLAS et al., 2003).

Perda de ligacGes resulta em perda de lipidios e diminuicdo da area de superficie da
membrana, 0 que comprometeria a capacidade dos globulos vermelhos para deformar em
circulacdo. No entanto, perda de membrana e diminuicdo da area de superficie € um fator
chave para a sobrevivéncia da célula com vérios distarbios eritrocitarios (MOHANDAS e
CHASIS, 1993; WALENSKY et al., 2003). Em contraste, 0 aumento do nimero de ligacbes
conduz uma maior coesdo da membrana e consequentemente uma maior rigidez
(MOHANDAS et al., 1992; KNOWLES et al., 1994).

A proteina 4.2 sdo polipeptidios periféricos de membrana, expressos pelo gene
EPB42, possui peso molecular de 72-kDa, localizado no cromossomo 15g15-921,
compreende aproximadamente 5% da protefna total da membrana e esta presente em 2.10° por
eritrocito.(COHEN, C. M., DOTIMAS, E. e KORSGEN, C. 1993 ; YAWATA, Y. 1994 e
BRANTON, D., COHEN, C. M. e TYLER, J, 1981).

A importancia desta proteina foi reconhecida através de estudos que demonstraram
qgue a deficiéncia da proteina 4.2 resulta em hemdlise evidente e anemia cursada com
esferocitose hereditaria (GHANEM, A et al.,, 1990; YAWATA, A, SUGIHARA, T. e
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YAMADA, O. 1994).

A glicoforina C é uma glicoproteina integral de membrana eritrocitéria, expressa pelo
gene GYPC, localizado no cromossomo 2g14-g21, possui um papel importante na regulacédo
da estabilidade mecéanica dos eritrocitos sendo responsavel pelos antigenos eritrocitarios
Gerbich e Yus, expressos devido uma delegéo no exon 3 e 2 respectivamente.

No entanto antigenos Webb e Duch, conhecidos também como glicoforina D, resulta
de mutacGes pontuais no gene GYPC, assim a glicoforina C tem pouca homologia com a
glicoforina A e B, resultando de multiplos splicing alternados induzindo variantes de
transcricdo (RefSeq, Feb 2012).

A proteina RHAG é especifica da membrana eritrocitéria, codificada pelo gene RHAG,
possui 10 exons sendo localizado no cromossomo 6p12.3.Faz parte de um canal de membrana
que transporta amonia e didxido de carbono e interagi com antigenos do grupo Rh, mais
especificamente com polipeptideos RH30.

Polimorfismos nesse gene esta ligado com a expressdo Rh nulo ou sindrome de Rh-
deficiente, gerando uma anemia hemolitica ( RefSeq, Mar 2009).

Assim, estudos relatam que alteracGes de membrana eritrocitaria como estomatocitose
e esferocitose estdo associados a polimorfismos nos genes SLC4A1 e RHAG (BRUCE, L. J.
et al. 2005 ; BRUCE LJ et al.2009 ; GALLAGHER e JAROLIM, 2005).

A banda 3 se associa ao citoesqueleto através da interacdo de seus dominios
citoplasmaticos com a anquirina. Assegurando papel fundamental na regulacdo da coesdo
entre a bicamada e o citoesqueleto da membrana.

Porém as alteracOes nesta ligacdo podem resultar em diminuicdo da area de superficie
da membrana, gerando a anormalidade da membrana como esferocitose e ovalocitose
comprometendo o desempenho funcional da célula (MOHANDAS e CHASIS, 1993;
WALENSKY et al., 2003) .

Banda 4.1

Tropomiosina — 2 Espectrina
=i

5 Glicoforina A
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Figura 2. Membrana eritrocitaria e sua composi¢do quimica, formadas por fosfolipidios, proteinas
intermembranares como: banda 3, banda 4.1, glicoforina A, associados com o citoesqueleto: a espectrina,
anquirina, tropomiosina e actina. Adaptado: Biologia Celular y Molecular,. Karp.Editorial McGraw-Hill

Interamericana.

1.2.3 Anemias de Doencgas Cronicas

S@o anemias decorrentes de estado infecciosos cronicos, doencas inflamatérias ou
neoplésicas, que interferem no metabolismo do ferro, na producéo de eritropoietina e/ou na
resposta medular a este horménio.

A anemia em geral se manifesta 1 a 2 meses ap0s doencas de base . Caracteriza-se pela
baixa producéo de eritropoietina ( EPO) em relacdo a anemia, menor resposta dos precursores
eritréides medulares a EPO e desvio cinético do ferro que fica retido nos macr6fagos com

consequente diminuicdo do ferro sérico e da saturacdo de transferrina.

1.2.4 Anemia Sideroblaticas

Sé&o desordens caracterizadas pela inadequada formacéo do heme e acumulo excessivo
de ferro na mitocondria dos eritroblasto. Decorrem diversos tipos de defeitos
intramitocondriais, que acarretam a presenca de numerosos sideroblastos em anel (ferro
mitocondrial) na medula dssea, que se apresenta hiperplastica na série vermelha.

Entretanto, o numero de reticulécitos € normal ou diminuido, por causa da
Eritropoiese ineficaz que é seu principal mecanismo de anemia. Em razéo da incapacidade de
utilizacdo do ferro, seus niveis séricos encontram-se elevados e a transferrinas saturadas. Sua
grande caracteristica no sangue periférico € a exuberancia no grau de anisocitose.

Histograma com base bastante elevado, independentemente se anemia é microcitica,
normo ou macrocitica.

Segundo Hilman e Finch, 1974, sdo classificadas com alteracGes apenas na sintese do
heme. Em geral, sdo microcitico — hipocrdmicas com elevadas anisocitose e aquelas que
apresentam alteracdes tanto citoplasmaticas ( hemoglobinizacdo) quanto nucleares (displasias)
em seus precursores (eritroblastos). Sdo normo ou macrociticas, também apresentam grande
polimorfismo dos eritrocitos.

1.2.5 Alteracdo de Membrana Eritrocitaria

Normalmente as hemadcias possui um tamanho padrdo de cerca de 6-8 mm de
didmetro. Certas doencas, no entanto, provocar uma grande variagdo no tamanho da célula.

Valores de RDW (Variabilidade Normal das Hemacias) mais elevados indicam maior
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variacdo de tamanho e o intervalo de referéncia normal dos glébulos vermelhos humanos é
11,5-14,5%. [1]

Uma contagem baixa significa que as hemacias nao variam muito em tamanho
enquanto que uma alta contagem significa que as células variam muito, com algumas
células muito pequenas e outras muito grandes. Uma descoberta de niveis baixos ou altos
indicaria a necessidade de testes adicionais para identificar a causa dos resultados.

Em casos de anemia os resultados dos testes de RDW s&o muitas vezes utilizados em
conjunto com o volume corpuscular médio (VCM) resultados médios para determinar as
possiveis causas da anemia. E usado principalmente para diferenciar uma anemia de causas
mistas a partir de uma anemia de uma Unica causa

Os eritrécitos humanos sao caracterizados pela sua forma discoide e a sua capacidade
para obter deformacéo extensa e passiva, durante a passagem atraves dos capilares estreitos,
no periodo de vida de 120 dias na circulacao.

Estudos moleculares permitiram o desenvolvimento de descobertas da estrutura da
membrana eritrocitaria e consequentemente das funcdes de varias doencas hereditarias de
membranas dos eritrocitos (MOHANDAS et al, 1983; MOHANDAS & CHASIS, 1993;
MOHANDAS & EVANS, 1994; DISCHER, 2000; DELAUNAY, 2007).

Estes estudos facilitam o atual entendimento da base estrutural molecular de vérios
distarbios da membrana dos eritrécitos e discute como essas novas idéias contribuiram para a
melhor compreensdo de sua fisiopatologia e também de diferentes gravidades das

manifestacdes clinicas entre individuos afetados.

1.2.6 Ovalocitose Hereditaria (SAO)

Esta alteracdo de membrana é caracterizada pela presenca de células vermelhas em
forma oval. E uma heranca autossdmica dominante e heterozigética, identificada com alta
prevaléncia em algumas regides. Heranga em homozigose pode levar a letalidade fetal, mas
parece fornecer alguma protecdo contra todas as formas de malaria. Ovalocitose é muito
comum nas areas endémicas de malaria na Melanésia, Malasia, Filipinas, Indonésia e sul da
Tailandia e a prevaléncia 5-25% (BOOTH et al., 1977).

Em todos os casos de ovalocitose estudados, apenas uma delecdo gendmica de 27 pb
foi identificada, codificando os aminoacidos 400-408 localizadas na fronteira do dominio
transmembranar e citoplasmatica da proteina banda 3 (JAROLIM et al, 1991; MOHANDAS
et al, 1992; SCHOFIELD et al, 1992).


http://www.ehow.com.br/nivel-relacao-rdw-info_32980/
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Assim, ovalocitose hereditéria é Unica com distirbio de membrana que gerado pela
mesma mutacdo num unico gene e responsavel pelo fendtipo morfolégico.

Vaérias hipoteses tém sido propostas a respeito de como mutacéo na banda 3 pode levar
a um aumento na rigidez da membrana. Estes incluem a hipétese de uma mudanca
conformacional induzida pela mutacdo no dominio citoplasmatico da banda 3, formando
ligagGes adicionais com esqueleto da membrana, interferindo com o rearranjo estrutural da
espectrina, consequentemente induzindo a deformacdo da membrana eritrocitaria (XIULI e
NARLA MOHANDAS, 2008) .

1.2.7 Eliptocitose Hereditaria (EIH)

Eliptocitose hereditaria (EIH) é uma desordem genética heterogénea, caracterizada por
presenca de eritrocitos em forma eliptica no sangue periférico (GALLAGHER, 2004).

A heranca de EIH é autossdmica dominante e clinicamente os portadores da EIH séo
assintomaticos, mas com casos relatados com anemia severa correndo risco de vida e outros
casos com hidropisia fetal. (GALLAGHER, 2004).

Uma caracteristica comum a todas as formas de membrana mecanicamente instavel
qgue resulta na transformacdo progressiva da forma discocitos e em casos graves a
fragmentacdo da membrana gera células com area de superficie de membrana reduzida e
morfologia anormal resultando na dissocia¢do da membrana com o citoesqueleto (espectrina-
actina) e o complexo juncional levando a diminuicdo e estabilidade mecéanica da membrana
(GALLAGHER, 2004).

A piropoiquilocitose hereditaria (PPH), quando originalmente descrita, foi pensada
para ser uma entidade distinta, devido ao aumento da sensibilidade térmica dos eritrocitos e a
morfologia anormal (ZARKOWSKY et al.,, 1975). No entanto, estudos moleculares
estabeleceram claramente que a PPH é um subconjunto de EH, devido a um conjunto de
mutacbes levando a uma ruptura grave da espectrina com a membrana celular
(GALLAGHER, 2004).

1.2.8 Esferocitose Hereditaria

A esferocitose hereditaria (EH) € uma anemia hemolitica hereditdria comum em
individuos de ascendéncia européia do norte, (EBER e LUX, 2004; GALLAGHER e
JAROLIM, 2005).
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As manifestacBes clinicas da EH sdo amplamente variadas e consistem em anemia
com hemolise, ictericia, reticulocitose, célculos biliares, esplenomegalia e presenca de
esferocitos. Sua area de membrana de superficie reduzida e em 75% dos casos estdo associado
com heranca dominante, embora 25% sao recessivo. (XIULI e NARLA MOHANDAS, 2008)

A gravidade da doenca de EH ¢é classificada como: portador silencioso, leve, moderada
e severa de acordo com os pardmetros hematologicos incluindo a hemoglobina e as contagens
de reticuldcitos.

Segundo Lux e Palek, modificado por Glader e Lukens, portador silencioso possui
hemoglobina (Hb) normal; reticulécitos de 1 a 3%, morfologia aparentemente normal; curva
de fragilidade osmdtica normal a fresco e alteracdo pos-incubacdo (24h); seu contetdo de
espectrina de 80 a 100%.

Esferocitose hereditaria leve: 20 a 30% dos casos. Hb de 11 a 15g/ DI, reticuldcitos 3 a
8%; poucos esferdcitos a morfologia; curva de fragilidade osmética normal a levemente

alterada a fresco e alterada pos- incubacédo (24h); contetdo de espectrina de 80 a 100%.

Esferocitose hereditaria moderada: 60 a 75% dos casos. Hb de 8 a 12g/ dL;
reticulécitos >8%; moderada esferocitose a morfologia; curva de fragilidade osmotica alterada

tanto a fresco quanto pds-incubacdo; conteludo de espectrina de 50 a 80%.

Esferocitose hereditaria grave: 5 a 10% dos casos. Hb < 6g/dL; reticuldcitos >10%
acentuada esferocitose e Poiquilocitose a morfologia eritrocitaria; curva de fragilidade
osmatica bastante alterada tanto a fresco quanto pés-incubacgédo (24h); contetdo de espectrina
de 20 a 55%.

Vinte por cento dos casos de EH leve frequentemente apresentam, esferocitose
minima, niveis normais de hemoglobina, ligeira reticulocitose e leve esplenomegalia. Porém,
muitos destes individuos ndo sdo diagnosticados até a idade adulta, quando ocorrem

complicacdes relacionadas, tais como: hemdlise crénica e calculos biliares.

Os pacientes EH moderados sdao o maior grupo, compreendendo cerca de 60% dos
casos e apresentam niveis de hemoglobina entre 80-110 g / | e reticulécitos acima de 8%. A
incidéncia de esplenomegalia varia de cerca 50% em criancas e 75-95% em adolescentes e
adultos (XIULI e NARLA MOHANDAS, 2008).
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A perda estrutural de membrana em EH é resultado do defeito da rede de ancoragem
esquelética da membrana, com defeitos em vérias proteinas, tais como: a reducdo na
ancoragem e deficiéncias de proteinas transmembranares (Banda 3 ou RHAG) que ligam a
bicamada ao citoesqueleto associadas a anquirina, proteina 4.2 ou de espectrina que leva a
diminuicdo da membrana, resultando na coeséo, levando a diminui¢do na area de superficie
membranar (GALLAGHER e JAROLIM, 2005).

A EH é o resultado de defeitos em qualquer um dos componentes protéicos,
envolvidos em ligagdes verticais entre a rede do esqueleto e membrana. Possivelmente essas
alteracbes podem estar relacionadas com possiveis polimorfismos no gene SLC4Al que
codifica a banda 3 da membrana plasmatica.

1.6 SLC4A1 Associado com Alteracdo de Membrana

As anemias com alteracdo de membrana séo classificadas de acordo com o fendtipo,
nivel de hidratagcdo e vazamento de cation. As bases genéticas para essas condi¢cGes ha muito
tempo permanece desconhecida. Recentemente investigagcdes descobriram defeitos de genes
por trds de algumas das variantes, que oferecem novas percepcGes sobre os mecanismos
subjacentes a doenca.

Entretanto, as mutacGes em SLC4AL, que codifica proteina permutadora de anion em
eritrécitos (AE1, a banda 3), sdo responsaveis por alguns tipos de ovalocitose (SAO) ,
esferocitose (EH) e estomatocitose hereditaria (ETH).

Mutag6es no gene SLC4A1 que expressa a banda 3 tém sido associadas a esferocitose
hereditaria e acidose tubular renal. Outras mutacées foram identificadas no sudoeste da Asia
determinando aumento da rigidez do eritrocito e resisténcia a infeccdo por malaria associados
a ovalocitose. Um caso registrado na literatura relata auséncia da banda 3 com esferocitose
hereditaria e nefrocalcinose (JAROLIM et al., 1998).

Em casos de ovalocitose estudados, apenas uma delecdo gendmica de 27 pb foi
identificada, codificando os aminoacidos 400-408 localizadas na fronteira do dominio
transmembranar e citoplasmatico da proteina banda 3 (JAROLIM, 1991; MOHANDAS et
al., 1992; SCHOFIELD et al., 1992).

Bruce et al., 2005 identificou 11 linhagens humanas com heranca dominante de
anemias hemoliticas tanto em estomatocitose hereditaria e em classes de esferocitoses.

Os individuos afetados destas familias tiveram um aumento na permeabilidade da
membrana aos ions de sodio e de potassio que foram marcadas na temperatura de zero graus
centigrados onde foi detectado uma associa¢do com a doenca ha uma série de substituicbes de

um unico aminoacido no dominio intramembranar do permutador de &nions da banda 3,.
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influenciando na reducdo do transporte de anions nas células vermelhas anormais.

Sanchez-Loépez et al., 2010 relatou novas mutagfes no gene que expressa a proteina
banda 3 em trés pacientes mexicanos com esferocitose hereditaria onde foi encontrado
polimorfismos conhecido como menphis 1 e uma nova modificacdo génica em heterozigose
resultando em uma proteina truncada e instavel com fungdes anormais.

X. G. Xu et al.,, 2011 encontrou nas regides sequenciadas do gene SLC4Al em
individuos da populacdo chinesa, seis novos polimorfismos no Unico aminoacido sendo
quatro novos snps no exon 19 e mutagdes no intron 18 e 19.

Zwieten et al., 2012 estudou em pacientes, 15 novos polimorfismos no gene SLC41
que ndo foram previamente relatado na literatura. Estas mudancas génicas, ndo foram
detectadas entre 100 alelos controles normais. Curiosamente, cerca de um terco das mutacdes

encontradas neste estudo eram susceptiveis de afetar a transcricao do pré — RNAmM

Figura 3: Esquema da proteina Banda 3 demonstrando os polimorfismos encontrados; em azul polimorfismos
relacionados com os sistemas eritrocitario, em laranja mutagdes génicas como delecdo ligadas a alteragdo de
membrana, em verde mutagdes associadas com acidose tubular renal e em verde claro e amarelo dele¢Ges
terminais. Adaptado: Shayakul e Alper (2004).
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2. JUSTIFICATIVA

A deteccdo de alteracGes génicas em proteinas como a hemoglobina e a banda 3, séo
de grande importancia para o diagnéstico de anemias cronicas de pacientes que procuram 0s
servicos de saude.

Em grande parte dos servigcos, os exames realizados para diagnostico detectam as
anemias geralmente através de um hemograma, podendo ser resultado da deficiéncia de ferro,
vitamina B12 ou &cido fdlico, sendo estas as carencias, as hemoglobinopatias como a anemia
falciforme, hemoglobinas anormais C e D, instaveis e talassemias alfa e beta, assim como as
anemias imunes com a deteccdo de auto anticorpos hemoliticos dirigidos contra sequéncias
peptidicas da membrana eritrocitaria do proprio individuo.

No entanto, outras anemias croénicas que podem estar associadas ou ndo a alteracdes de
membrana, como por exemplo a auséncia da proteina Rh ( fen6tipo Rh null), polimorfismos
na banda 3 entre outros, ndo sdo detectadas no dia a dia de um laboratério de hematologia,
fazendo com que tratamentos ndo sejam eficazes, levando ao uso desnecessario de
medicamentos e com isto a perda de recursos sem que a recuperacdo do estado anémico do
paciente seja alcancada.

Este estudo se propde a detectar polimorfismos no gene SLC4Al que possam estar
associados com alteragcdes nas membranas dos eritrdcitos resultando em anemia crénica. Este
diagnostico é fundamental para esclarecer a razdo do estado anémico do pacientes

direcionando a conduta médica evitando danos ao individuo e ao sistema de saude.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Investigar polimorfismo nos exon 4, 5, 6, 18 e 19 do gene SLC4Al, em

pacientes com alteracdes na membrana eritrocitéria.

3.2 Objetivo Especifico

e Descrever a frequéncia do polimorfismo do gene SLC4A1 na populacéo de
pacientes com alteracdo de membrana ou ndo atendidos na Fundagéo
HEMOAM.

e Investigar a presenca da Banda 3 Memphis, através da mutacéo A 166 G,
codificada no exon 4.

o Descrever a frequéncia genotipica do sistema Diego nos individuos estudados.
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4.CASUISTICA E METODOS
4.1 Area do Estudo

O estudo foi realizado na cidade de Manaus (AM), Brasil onde foi coletado amostras

na Fundacéo de Hemoterapia e Hematologia do Amazonas (FHEMOAM).

4.2 Individuo do Estudo

Pacientes hematologicos que foram encaminhados para o Laboratério de Analises
Clinicas da HEMOAM.
Individuos saudaveis: Doadores de sangue que forem aprovados na triagem clinica e

liberadas pela triagem sorologicas da HEMOAM.

4.3 Critérios de Elegibilidade

4.3.1 Inclusao

Elegemos para participar desta pesquisa, individuos saudaveis e pacientes anémicos
que ndo possuiam diagnostico de hemoglobinopatias, anemias carenciais, anemia hemolitica
auto imune, dengue, hepatite, HIV, HTLV, sifilis, maléria, assim como os que utilizavam
medicamentos que poderiam influenciar na deformacgao de membrana eritrocitéria, sendo a
anemia dos pacientes que atendiam os critérios de elegibilidade, determinada pelo seguintes

parametros:

Homem: eritrécitos < 4,30 milhdes / mm® hemoglobina < 13,5 g / L e hematécrito <
41%

Mulher: eritrécito< 3,9 milhdes / mm* hemoglobina < 12,0 g/ L e hematécrito < 36%
E os agrupamos de acordo com os seguintes critérios

1. pacientes anémicos com poiquilocitose e/ou anisocitose.

2. pacientes anémicos sem poiquilocitose e/ou anisocitose.

3. pacientes sem anemia com poiquilocitose e/ou anisocitose.
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4. Individuos saudaveis.

4.3.2 Exclusao

4.4 Tamanho Amostral

Anélise de Variaveis Qualitativas ou Categdricas

A andlise de variaveis qualitativas ou categoricas de trés ou mais grupos foi realizada pelo
teste ndo paramétrico do Qui-quadrado (x?) . Nas analises inferiores a 4 foram realizados o
Odds radio. ( Chi Square Test = ndo existe associacdo P-value > 0,05 e existe associacao P-
vale < 0,05 ) e (Odds radio quando P- vale é < 0,05 que determina o fator de protecdo a
anemia (odds < 1) ou a associagdo ao fator de risco da anemia (odds >1).

Definimos uma prevaléncia de 2% do total de individuos atendidos durante 1més, dando

um total de 300 individuos.

4.5 Aspectos Eticos

As amostras utilizadas no estudo serdo obtidas por meio do projeto “Estudo do
Impacto nas Rejeicdes Imune em Terapia Celular dos Sistemas Kell, Kidd, Duffy, MNS,
Diego, Dombrock, Colton e Gerbich ”, aprovado pela Comissdo Etica em Pesquisa da
FHEMOAM em 08 de fevereiro de 2013, pelo parecer n° 213.167, CAAE:
01193312.4.0000.0009 (Apendice-A).
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4.6 Metodologia do Estudo

Foram analisados transversalmente as amostras coletadas e encaminhadas ao
laboratério de biologia molecular da Imunohematologia do HEMOAM onde foram realizados
testes moleculares em pacientes para caracterizacdo de polimorfismos no gene SLC4A1
relacionados em alterac6es de membrana eritrocitarias.

Foram Consideradas as analises clinicas e laboratoriais realizadas no laboratério de
hematologia do HEMOAM para estabelecermos as associagdes com 0s polimorfismos no
gene e 0s casos identificados com alteracdo de membrana.

Foi também realizada uma busca ativa nos exames dos pacientes que apresentarem
anemia hereditaria por deformacdo de membrana no laboratério de hematologia no
HEMOAM.

4.6.1 Procedimentos de Incluséo dos Participantes no Estudo.
4.6.1.1 Pacientes Encaminhados do laboratério de Hematologia do HEMOAM

Foi feito uma busca ativa nos exames dos pacientes e selecionados de acordo com o
critério de elegibilidade do estudo, em seguida foi feito contato convidando o paciente
participar do estudo, quando foi explicado por um membro de nossa equipe de pesquisa sobre
as justificativas e os objetivos do trabalho, bem como os beneficios que foram obtidos apds
conclusdo do estudo. Em alguns casos membros de nossa equipe se encaminharam a
residéncia de alguns pacientes para explicacdo e assinatura do Termo de Consentimento Livre
Esclarecido (TCLE). O candidato também foi informado que os resultados estardo a sua
disposicdo e que seu anonimato foi preservado. Com o consentimento do paciente foi feito
uma ficha de dados e aplicado o TCLE. Quando se tratar de pacientes menores de idade, 0
TCLE foi assinado pelos pais.

4.6.2 Coleta Material

Para as determinacGes hematologicas foram coletados 5 mL de sangue venoso em
anticoagulante (EDTA - Acido etilenodeaminotetracetico di-sodico), na concentragio de 1,5
mg/mL (DACIE e LEWIS, 1984). Também foram coletados 5 mL de sangue venoso sem
aditivos para a obtencdo do soro destinado as analises bioquimicas e soroldgicas. No
momento da coleta de sangue foram confeccionadas ld&minas de esfregago sanguineo para a

analise morfoldgica das células sanguineas.
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Todas as andlises hematoldgicas e soroldgicas foram realizadas no Laboratério de
Hematologia da Fundagio HEMOAM

4.6.3 Andlises Hematologicas

As determinacbes hematologicas foram realizadas em contador automatizado - ABX
Pentra 80 (HORIBA DIAGNOSTICS, Montpellier, FR), a avaliacdo morfologica realizada
pela andlise dos esfregagos sanguineos corados pelo Wright e a contagem de reticuldcitos
pelos esfregagos corados pelo azul de cresil brilhante e posteriormente analisados por
microscopia optica. (DACIE e LEWIS, 1984).

4.6.3.1 Coloracédo hematoldgica

Foram utilizadas laminas com amostras de sangue periférico de pacientes com
anemias com alteracdo de membrana, as quais ndo continham anticoagulante. As extensoes
sanguineas foram cobertas com a solucdo May-Grunwald, deixando o corante agir por um
minuto, acrescentou-se a agua tamponada em quantidades equivalentes e ambas com o ph
neutro para que nao houvesse o favorecimento de nenhuma coloragéo.

Em seguida desprezou-se a solucdo May-Grunwald e a 4gua tamponada, acrescentado
uma gota do corante GIEMSA para cada 1 ml de agua tamponada, adicionado em toda
extensdo sanguinea, agindo por 20 minutos, lavando em 4&gua corrente e secando em
temperatura ambiente.

A leitura das laminas coradas com o corante GIEMSA, foi realizada no microscopio
Optico trinocular Bioval, no aumento 1000x em luz branca e captura das fotos no sistema

Genial ( Figura 6, Figura 7, Figura 8, Figura 9).

=

Figura 5. Eliptocitose Figura 6. Eliptocitose
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4.6.4 Anédlises Soroldgicas
Os testes soroldgicos utilizados para as anélises foram Hemaglutinagdo Indireta (HAI),

Ensaio Imunoenzimatico (EIE ou ELISA), Imunofluorescéncia indireta (IFI) e teste de
microaglutinacdo (VDRL). Para o virus da hepatite C, os resultados foram confirmados pelo
aprelhno ARCHITECT i 2000SR e Freedom evolyzer (TECAN)

4.6.5 Analise Molecular

4.6.5.1 Extracdo do DNA

DNA foi extraido do sangue total periférico utilizando a técnica de fenol-cloroférmio
(Brazol), o DNA extraido foi homogeneizado e apés dissolucdo completa diluido em agua
para injecdo. As amostras de DNA gendmico foram armazenadas -20° C no Laboratério de

Biologia Molecular da Imunohematologia FHEMOAM.

4.6.5.2 Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

Para a realizacdo do sequenciamento génico do gene SLC4A1 referentes aos exons 4,
5, 6 18 e 19, foi customizados os oligonucleotideos iniciadores (primers) especifico para cada
regido no endereco www. Bioinformatics.nl através do sowfater ( Primer 3 plus) Fest PCR.
6.3. (Tabela 2).

Para as reacOes de PCR, utilizamos tampdo contendo 50mM de solucdo de Tris-HClI,
50mM de cloreto de magnésio (MgCI2); 10mM de mistura de desoxinucleosideos
trifosfatados (ANTPs); 0,5U da enzima Tag DNA polimerase recombinante (Fermentas LIFE
SCIENCES)) e 50 a 200 ng de DNA, em volume final de 50pL.
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Para cada exon, a etapa de hibridizacdo durante a termociclagem foi testada em
diferentes temperaturas como: 58°C, 60°C, 62°C e 63°C, determinando assim a temperatura
ideal de 62°C para as reacdes com os primers 18, 19, sendo de 63°C para as rea¢cdes com 0s
primers 4,5, 6.

Foi testado também os volumes de cloreto de magnésio (MgCl,) na concentracdo de
50mM por microlitro, determinando o volume ideal de 1,0 ul a 08 ul para as reacGes dos
primers descritos respectivamente.

Os ciclos da PCR dos exons 4, 5 e 6 compreenderam uma etapa inicial de
desnaturacdo do DNA de 15 minutos a 95°C e 35 ciclos a 94°C por 50 segundos, 63°C por 50
segundos e 72°C por 1 minutos, com etapa final de 72°C por 10 minutos e os ciclos do exons
18 e 19 compreenderam uma etapa inicial de desnaturagédo do DNA de 5 minutos a 94°C e 35
ciclos a 94°C por 45 segundos, 62°C ou 63°C por 45 segundos e 72°C por 1 minutos, com
etapa final de 72°C por 10 minutos.

4.6.5.3 Purificacdo dos fragmentos amplificados

Os produtos da PCR foram aplicados em gel de agarose a 1% com brometo de etidio,
visualizados e fotodocumetados no transluminador Gel Doc™ XR BIO-RAD, 0s quais
apresentaram um fragmento de 1429 pb do exon 4, 5, e 6 e um fragmento de 480 pb do exon
18 e 19, foram utilizados também marcadores de pares de bases DNA Ladder 100bp-10 kb
(Figura 10 e 11).

Para cada poco contendo 50ul de reacdo foram adicionados 10ul de acetato de amonia
1M, selado a placa com a tampa de silicone.

Em seguida misturado por inversdo. Apds homogeneizacdo, foi adicionado 100ul de
isopropanol P.A e incubada por 30 minutos, centrifugadas por 30 minutos a 3500rpm a
temperatura ambiente, descartando-se o sobrenadante em papel absorvente e realizando-se
spin invertido a 200 rpm.

Apbs a centrifugacao, foram adicionados 200 ul de etanol a 80%. Em seguida as
amostras foram homogeneizadas e centrifugadas por 15 minutos a 3500 rpm a temperatura
ambiente, descartando-se o sobrenadante em papel absorvente e realizando-se spin invertido a

200 rpm, esse processo foi repetido mais uma vez.

Em seguida as amostras foram incubadas a 37°C durante 10 minutos, apds as quais

foram adicionados 50ul de agua.
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Foi usado também a enzima ExoSAP para purificdo dos fragmentos, principalmente
para 0os exons 4, 5 e 6, devido problemas de contamina¢do com os oligonucleotideos
iniciadores.

A solucdo para 100 reacdes foi preparada adicionando-se 60ul fosfatase alcalina, 40ul
de Exonuclease | (20u/ul) e 300ul de &gua ultrapura (ddH-0).

Em seguida foi adicionado 4ul da solucdo preparada (ExoSap) para cada 10ul do
produto da PCR sendo incubado no termociclador com as temperaturas de 37°C durante 30
minutos para ativacdo e trabalho da enzima, 80°C durante 15 minutos para inativacao do

ExoSap e 10°C durante 10 minutos para esfriamento do bloco.

4

’ IR IR,

EXON45e6

Figura 9: Amplificacdo do fragmento do exon 4, 5 e 6 do gene SLC4A1,utilizando os primers 4,5,6a direto e
reverso, determinando a temperatura de anelamento ideal de 63°C e usando DNA Ladder 100 bp — 10 kb como

marcador molecular.
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Figura 10: Amplificacdo do fragmento do exon 18 e 19 do gene SLC4Al,utilizando os primers 18,19 direto e
reverso, determinando a temperatura de anelamento ideal de 62°C e usando DNA Ladder 100 bp — 10 kb como
marcador molecular.

Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores da reagdo (primers) especifico.

Exon Primer 5' >3
Direto gCT CAC gACACC gAg gCAACAg
4,5e¢6
Reverso CCCAACTCT gAg CAT Agg AC
Direto AAC CTg ggC TgA gAg TgT gCg
18e 19
Reverso CCT CgC ATgCTC CCAgCTC

4.6.5.4 Sequenciamento dos Fragmentos Amplificados Para Anélise do Gene SLC4A1

O sequenciamento génico foi realizado pelo método de SANGER (SANGER et al.,
1977), utilizando os didesoxinucleosideos trifosfatados (ddNTPs), que quando incorporados a
fita de DNA sintetizada proporcionam paradas aleatérias na polimerizacéo.

O sequenciamento foi realizado em sequenciador automatico Applied Biosystems

3130, utilizando-se o Kit BigDye 03 ™Terminator Sequencing Standard (Applied Biosystems)
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de 16 capilares. A reagdo de sequenciamento foi realizada em placas de fundo em V
(MicroAmp 96-well Reaction Plate - Applied Biosystems), utilizando-se , Big Dye
Terminator, primer (1,5 pmol), tampdo (Tris-Cl 200mM pH 9,0: 5 mM MgCl,), 200 ng de
DNA e H,O (Ultra Pura — GIBCO, Invitrogen, CA) .As reacdes foram incubadas em
termociclador (Eppendorf Mastercycler® gradient, Canada), na temperatura inicial de
96°C durante 1 minutos, seguida por 30 ciclos de 96 °C por 15 segundos; 52 °C por 15
segundos, e 60 °C por 4 minutos para os exon 18 e 19 e para os exons 4, 5 e 6 o ciclo
semelhante mudando s6 a temperatura de anelamento para 53°C.

Para cada pogo contendo 10ul de reagdo foram adicionados 40ul de Isopropanol 65%
e selado a placa com a tampa de silicone. Em seguida misturado gentilmente por inversao.
Apds homogeneizagdo, a reacdo foi incubada por 30 minutos no escuro a temperatura
ambiente, centrifugadas por 45 minutos a 3600rpm a temperatura ambiente, descartando-se 0
sobrenadante em papel absorvente e realizando-se spin invertido a 200 rpm . Apds a
centrifugacdo, foram adicionados 200 ul de etanol a 70%.

Em seguida as amostras foram homogeneizadas e centrifugadas por 10 minutos a
3600 rpm a temperatura ambiente, descartando-se 0 sobrenadante em papel absorvente e
realizando-se spin invertido a 200 rpm . As amostras obtidas foram incubadas em ambiente
escuro por periodo minimo de 2 horas, apds as quais se acrescentard 10 ul da mistura de
parada da reacdo (Hi-Di"™ Formamide - Applied Biosystems) e procedendo a analise no

sequenciador.
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5. RESULTADOS

Foram coletadas 391 amostras de pacientes sendo formados 4 grupos, o critério de

classificagdo esclarecidas na metodologia descrita acima e demonstrados na tabela abaixo
(Tabela 3).

Tabela 3. Grupos dos pacientes estudados

Grupos N° de Individuos %

A 28,39

111
Pacientes ANEMICOS com POIQUILOCITOSE e/ou
ANISOCITOSE.
85 21,74
Pacientes ANEMICOS sem POIQUILOCITOSE e/ou
ANISOCITOSE.
12 3,07
Pacientes sem ANEMIA com POIQUILOCITOSE e/ou
ANISOCITOSE.
*
D 183 46,80
Individuos SAUDAVEIS,
391 100

Total

*Pacientes sem anemia e sem poiquilocitose e/ou anisocitose e doadores sangue aptos nas triagens clinica,

sorolégica e hematoldgica.

Dos pacientes analisados, 111 individuos anémicos com poiquilocitose e/ou
anisocitose e 12 individuos sem anemia com poiquilocitose e/ou anisocitose estdo citados nas

tabelas abaixo (Tabela 4. e Tabela 5.).



44

Tabela 4. Tipos de alteracdo de membrana e seus respectivos numeros de individuos
analisados do grupo A - Pacientes anémicos com poiquilocitose e/ou anisocitose.

Alteracédo de Membrana N° de Individuos %

Eliptécitos 32 28,57
Eliptocitos e Coddcitos 14 3,57
Eliptécitos e Dacriécitos 11 9,82
Eliptécitos e Esferdcitos 2 1,79
Eliptécitos e Estomatécitos 2 1,79
Eliptécitos e Esquizécitos 5 0,89
Esferocitos 8 7,14
Dacriocitos 12 1,79
Esquizécitos 14 3,57
Coddcitos 11 0,90
Total 111 100

Tabela 5. Tipos de alteracdo de membrana e seus respectivos numeros de individuos

analisados do grupo C — Pacientes sem anémicos com poiquilocitose e/ou anisocitose.

Alteracdo de Membrana N° de Individuos %

Eliptécitos 7 58,34
Eliptécitos e Coddcitos 1 8,33
Poiquilocitose 1 8,33
Dacridcitos 2 16,67
Esquizdcitos 1 8,33

Total 12 100
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5.1 Frequéncia dos Exon 4,5, 6 e Introns 5,6 e 7

Foram encontrados 41 polimorfismos nas amostras estudadas conforme demonstrado
nas tabelas ( Tabela 6, Tabela 7, Tabela 8, Tabela 9.).

Tabela 6. Frequéncia dos polimorfismos encontrados nos exons 4, 5, e 6 e nos introns 5, 6 € 7 no grupo A.

Grupo A
Polimorfismos SP % HT % HM % Total
E4_Al166G 81 72,97 25 22,53 5 4,50 111
E5_A257G 110 99,10 1 0,90 0 0,0 111
E6_G405A 110 99,10 1 0,90 0 0,0 111
E6_A426G 109 98,20 2 1,80 0 0,0 111
E6_C457A 110 99,10 1 0,90 0 0,0 111
E6_G459T 107 96,40 4 3,60 0 0,0 111
E6_G474A 109 98,20 2 1,80 0 0,0 111
E6_A482G 110 99,10 1 0,90 0 0,0 111
IN5_45 110 99,10 1 0,90 0 0,0 111
IN5_60 108 97,30 3 2,70 0 0,0 111
IN5_410 110 99,10 1 0,90 0 0,0 111
IN5_449 100 90,10 11 9,90 0 0,0 111
IN5_461 102 91,90 8 7,20 1 0,90 111
IN5_490 105 94,60 5 4,50 1 0,90 111
IN5 591 101 91,00 9 8,10 1 0,90 111
IN5_695 70 63,07 37 33,33 4 3,60 111
IN5_del 163 109 98,20 2 1,80 0 0,0 111
IN6_27 82 73,88 27 24,32 2 1,80 111
IN6_31 110 99,10 1 0,90 0 0,0 111
IN6_47 110 99,10 1 0,90 0 0,0 111
IN7_6 110 99,10 1 0,90 0 0,0 111
IN7_36 110 99,10 1 0,90 0 0,0 111
IN7_59 110 99,10 1 0,90 0 0,0 111

Das alteracdes nucleotidicas investigadas no grupo A, nos exons 4, 5 e 6 foram
encontrados com maior frequéncia: exon 4-166A/G em heterozigose 22,53% e homozigose
4,50% e no intron 5- IN5_695 em heterozigose 33,33% e homozigose 3,60%.
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Tabela 7. Frequéncia dos polimorfismos encontrados nos exons 4, 5, e 6 e nos introns 5, 6 e 7 no grupo B.

Grupo B
Polimorfismo N % HT % HM % Total
E4_Al166G 70 82,36 15 17,64 0 0,0 85
E6_C457A 84 98,83 1 1,17 0 0,0 85
IN5_60 83 97,65 2 2,35 0 0,0 85
IN5_449 74 87,06 10 11,77 1 1,17 85
IN5_461 74 87,06 11 12,94 0 0,0 85
IN5_490 77 90,59 8 9,41 0 0,0 85
IN5_591 74 87,06 11 12,94 0 0,0 85
IN5_695 60 70,59 22 25,89 3 3,52 85
IN6_27 60 70,59 23 27,06 2 2,35 85

Das alteragdes nucleotidicas investigadas no grupo B, nos exons 4, 5 e 6 foram
encontrados com maior frequéncia: introns 5- IN5_695 em heterozigose com 25,89% e
homozigose com 3,52% e no intron 6- IN6_27 em heterozigose com 27,06% e homozigose
com 2,35%.

Tabela 8. Frequéncia dos polimorfismos encontrados nos exons 4, 5, e 6 e nos introns 5, 6 € 7 no grupo C.

Grupo C
Polimorfismo N % HT % HM % Total
E4 Al166G 9 75,00 2 16,67 1 8,33 12
IN5_449 11 91,67 1 8,33 0 0,0 12
IN5_461 7 58,34 5 41,66 0 0,0 12
IN5_490 10 83,34 2 16,66 0 0,0 12
IN5_591 8 66,67 4 33,33 0 0,0 12
IN5_695 6 50,00 6 50,00 0 0,0 12
IN6_27 9 75,00 3 25,00 0 0,0 12

Das alteracBes nucleotidicas investigadas no grupo C, nos exons 4, 5 e 6 foram
encontrados com maior frequéncia: introns 5- IN5_461 em heterozigose 41,66% e IN5 695 em

heterozigose 50,00%.
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Tabela 9. Frequéncia dos polimorfismos encontrados nos exons 4, 5, e 6 e nos introns 5, 6 € 7 no grupo D.

Grupo D
Polimorfismo N % HT % HM % Total
E4 _Al166G 153 83,61 25 13,66 5 2,73 183
E5 C217T 174 95,09 9 4,91 0 0,0 183
E5 A257G 177 96,73 6 3,27 0 0,0 183
E6 C366T 165 90,17 18 9,83 0 0,0 183
E6 C367T 182 99,46 1 0.54 0 0,0 183
E6_C380T 179 97,82 3 1,63 1 0,54 183
E6_G405A 181 98,91 2 1,09 0 0,0 183
E6_A412G 178 97,27 5 2,73 0 0,0 183
E6_A426G 169 92,35 14 7,75 0 0,0 183
E6 _A450G 182 99,46 1 0,54 0 0,0 183
E6_G453A 180 98,37 3 1,63 0 0,0 183
E6 C457A 182 99,46 1 0,54 0 0,0 183
E6_G459T 161 87,88 22 12,02 0 0,0 183
E6_C460T 176 96,18 7 3,82 0 0,0 183
E6 C467T 182 99,45 1 0,54 0 0,0 183
E6_G474A 176 96,18 7 3,82 0 0,0 183
E6 C475T 179 97,82 4 2,18 0 0,0 183
E6 A482G 182 99,46 1 0,54 0 0,0 183
IN5 60 182 99,46 1 0,54 0 0,0 183
IN5 410 182 99,46 1 0,54 0 0,0 183
IN5 449 179 97,82 4 2,18 0 0,0 183
IN5 461 156 85,25 26 14,20 1 0,54 183
IN5 490 176 96,18 7 3,82 0 0,0 183
IN5 591 159 86,89 23 12,57 1 0,54 183
IN5 695 144 78,69 38 20,77 1 0,54 183
IN6 10 181 98,91 2 1,09 0 0,0 183
IN6 27 156 85,25 25 13,66 2 1,09 183
IN6_29 182 99,46 1 0,54 0 0,0 183
IN6 31 178 97,27 5 2,73 0 0,0 183
IN6_35 182 99,46 1 0,54 0 0,0 183
IN6_47 179 97,82 4 2,18 0 0,0 183
IN7_6 181 98,91 2 1,09 0 0,0 183
IN7_7 180 98,37 3 1,63 0 0,0 183
IN7 36 182 99,46 1 0,54 0 0,0 183
IN7_42 181 98,91 2 1,09 0 0,0 183
IN7_46 182 99,46 1 0,54 0 0,0 183
IN7_50 182 99,46 1 0,54 0 0,0 183
IN7 59 181 98,91 2 1,09 0 0,0 183

Das alteracbes nucleotidicas investigadas no grupo D, nos exons 4, 5 e 6 foram

encontrados com maior frequéncia: exon 4 - A166G em heterozigose 13,66% e homozigose 2,73%



e no exon 6 - 459G/T aparecendo s6 em heterozigose 12,02%.

5, 6 e 7 foram encontrados varios polimorfismos sendo que todas as mutacdes estudadas com

Das amostras sequenciadas e analisadas para o estudo dos exons 4, 5 e 6 e dos introns

excecdo do IN5-45 (intron , posicdo 45) nao estdo presentes no grupo D.

polymorphism ) polimorfismos e mutacbes que nds encontramos na nossa populagdo de
estudo, com programa ( MegAlign (DNASTAR Lasergene 8.0 - Madison, Wisconsin-USA) e

A figura abaixo demonstra o alinhamento dos principais, SNPs,( single nucleotide

BLAST (sigla em inglés que significa: Basic Local Alignment Search Tool).
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Figura 11. Alinhamento dos principais SNPs dos exons 4, 5 e 6.




*Z MegAlign - [Untitled
YE File Edit Align
I Sequence Name

49

View Options NetSearch Window Help
< Pog=1

-HlN CE+
[<] Consensus
5 Sequences

- B & & B |
EV¥VELGELVMDERNGE LRRME A2 RRV G LE GHLEENGARSREHLAHLT I LLE LRRVETRGTVLLOLGET FLAGVANGLLDEE IFEDGIRFQDREELFRALLLEER
T T T T T T T T T T
10 20 a0 40 50 &0 70 80 30 100

4-5-€ Hormal_ =eq
—-5—€ MUT4.=eg
—€& MUTl.seq
MUIZ.=eg
MUT3.=eqg

Y VELQELVMDERNGELRWMER AWV LEENLEENGARGRFHLIHL T FW3 LLELRRVFTRGCTVLLOLQET ALAGVANGLLDS FIFEDIREQDREELLRATLLEHR
EVYVELQELVMDERN ELRWMEA A RWV ) LEGHLEENGARGRFHLIH L T FWa LLELRRVETRGTVLLGLQET FLAGV AN LLDEF IFEDQ IRFQDREELFRALLLEHR
EVYVELQELVMDERN G ELRWMEAARWV ) LEGN LEENGARGREFHLIH LT FW3LLELRRVE TRGIVLLGLQET FLAGVARGLLDEF IFED IRFQDREELFRALLLEHR
EVYVELQELVMDERN ELRWMEA A RWV ) LEGHLEENGARGRFHLIH L T FWa LLELRRVE TRV L LD LQET FLAGVANGLLDEF IFEDQ IRFQDREELFRALLLEHR
EVYVELQELVMDERNELRWMEA AWV LEGHLEENGARGRFHLIH L T FWa LLELRRVETEGTVLLY LQET FLAGVANGLLDEF IFEDQ IRFQDREELTRALLLEHR

Ex6-122 Asp/Gly ou 365 A/G e

E5-86 Glu/ Gly ou 257 A/G 366C/T
E4-56 Lys/Glu ou 166 A/G E6-127 Ser/Phe ou 380 C/T
Ex6-153 Phe/Leu - ou 467 C/T
Ex6-138 Ser/Gly- ou 412 A/G
Figura 12. Variagdo de 6 mudancas de aminoacido na proteina.

Variacdo de 6 mudancas de aminoacidos demonstrada na figura acima onde esta

descrita a numeracdo de identificacdo das alteracdes nucleotidicas.

5.2 Andlises Estatisticas

Em todos os polimorfismos encontrados nos grupos formados neste estudo foram

realizadas as andlises estatisticas ( Chi Square e Odds radio ).

Dos polimorfismos analisados, os que tiveram resultados relevantes foram: exon 6.
426A/G e 459G/T, intron 5. IN5_449 e IN5_695 (Tabela 10, Tabela 11, Tabela 12 e Tabela

13)
Tabela 10. Correlagdo entre o0 SNP no exon 6-426A/G em paciente com e sem anemia.
426A/G P-Value
Exposicéo Mutagéo Sem Mutacio Total
Anemia 2 194 196
0,004
Sem Anemia 14 181 195
Total 16 375 391
LI Odds LS
0,02 0,13 0,63
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O polimorfismo no exon 6 - 426A/G demonstrou protecdo (P = 0,004) para anemia
com OD=0,13.

Tabela 11. Correlagéo entre 0 SNP no exon 6 459G/T em paciente com e sem anemia.

459G/T P-Value
Exposicéo Mutacédo Sem Mutacéao Total
Anemia 4 192 196
0,0005
Sem Anemia 22 173 195
Total 26 365 391
LI Odds LS
0,05 0,16 0,052

O polimorfismo no exon 6 — 459C/T demonstrou protecdo (P = 0,005) para anemia
com OD=0,16.

Figura 13. Exon 6- 459G/T - eletroferograma com alteracdo nucleotidicas em heterozigose.
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Tabela 12. - Correlagdo entre 0 SNP no intron 5 - IN5_449 em paciente com e sem anemia.

IN5_449 P-Value
Exposicéo Mutacéo Sem Mutacio Total
Anemia 22 174 196
0,001
Sem Anemia 5 190 195
Total 27 364 391
LI Odds LS
1,68 4,80 14,82

O polimorfismo no intron 5 - IN5_449 demonstrou fator de risco (P = 0,001) para

anemia com OD= 4,80.

Tabela 13. Correlacéo entre 0 SNP no intron 5 - IN5_695 em paciente com e sem anemia.

IN5_695 P-Value
Exposicéo Mutagéo Sem Mutacio Total
Anemia 66 130 196
0,027
Sem Anemia 45 150 195
Total 111 280 391
LI Odds LS
1,06 1,69 2,71

O polimorfismo no intron 5 - E6_695 demonstrou fator de risco (P = 0,027) para

anemia com OD= 1,69

5.3 Sequenciamento do Exon 19
Das 302 amostras utilizadas para o estudo do exon 19, trés individuos do Grupo A.

apresentaram o polimorfismo: G>A na posi¢do 2587. (Tabela 14 ).
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Tabela 14. Polimorfismo no exon 19- 2587G/A no exon 19 evidenciados em 3 amostras do Grupo A.

G2587A
Grupo A. %
N
2
111 1,80

heterozigoses

As amostras dos grupos apresentaram uma distribuicdo genotipica variada em relacdo
aos genotipos DI A/DI A, DI A/DI B e DI B/DI B, correlacionada com o alelo 166 A/G (Banda
3- Memphis) variando a genotipagem de 19,82% para o grupo A, de 3,53% para o0 grupo B,
de 8,33% e para grupo C de 4,25% para o grupo D para o gendtipo DI A/DI B e o gendtipo
DI A/DI A com 0,90% para o grupo A e 0,0% para o grupo B, C e D (.tabela 15.).

Tabela 15. Frequéncia genotipica do sistema eritrocitario do sistema Diego correlacionado com o alelo A166G
(Banda 3 - Memphis)

Grupo Alelos 166A 166A/G 166G Total
n(%o) n (%) n (%) n(%o)
A DI*A/ DI*A 1 (0,90) 0 0 1(0,90)
n=111
DI*A/ DI*B 6 (5,40) 14 (12,62) 2(1,80) 22(19,82)
DI*B/ DI*B 74(66,66)  11(9,91)  3(271)  88(79,28)
B DI*A/ D*A 0 0 0 0
n=85
DI*A/ DI*B 1(1,17) 2(2,36) 0 3(3,53)
DI*B/ DI*B 69(81,17)  13(15,30) 0 82(96,47)
C DI*A/ DI*A 0 0 0 0
n=12
DI*A/ DI*B 1(8,33) 0 0 1(8,33)
DI*B/ DI*B 8(66,66) 2(16,67) 1(8,33) 11(91,67)
D DI*A/ DI*A 0 0 0 0
n=94
DI*A/ D*B 4(4,25) 0 0 4(4,25)
DI*B/ D*B 75(79,79)  12(12,77) 3(3,19) 90(95,75)
Total 239(79,13)  54(17,88) 9(2,98) 302
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6. DISCUSSAO

Frequéncia dos polimorfismos

Os resultados encontrados neste estudo séo de grande relevancia pelo fato de se tratar
de dados inéditos para Amazonas e ainda pela grande maioria dos polimorfismos encontrados
neste estudo, ndo estarem descritos na literatura pesquisada. Este estudo relata as alteracfes
nucleotidicas sequenciadas no gene SLC4A1L, nos exons 4, 5, 6 e introns 5, 6 e 7 em quatro
grupos distintos: sendo o Unico realizado até o presente momento.

Das 391 amostras sequenciadas para exons 4, 5, 6 e os introns 5, 6 e 7, foram
encontrados 41 polimorfismos, sendo que trés estdo presentes em todos 0S grupos
previamente formados e designados como A, B, C e D. No intron 5 foram encontrados SNPs
nas posicdes 591 e 695 com trés homozigoses apresentadas nos grupos A e B, ao passo que
no intron 6, foram encontradas alteragdes na posicdo 27 apresentando-se como trés
homozigoses nos grupos A, B e C.

No grupo A, formado por 111 pacientes anémicos com alteracdo de membrana
eritrocitaria, foram encontrados a maior parte das alteracdes nucleotidicas detectados também
nos outros quatro grupos estudados, como demonstrados na tabela 6. No entanto, destaca-se
neste grupo, os SNPs nas posi¢cdes 45 e 490 do intron 5, além de uma delecdo na base
nitrogenada (C-citosina) na posicdo 163, neste mesmo intron, o SNP, sendo que estas
alteracdes nucleotidica ndo foram encontradas na literatura pesquisada.

As alteracdes nucleotidicas em introns, podem interferir no processo de splicing que
consiste na retirada dos introns de um RNA precursor, de forma a produzir um mRNA
maduro funcional. Essa excisdo dos introns do mMRNA é um evento muito importante e requer
uma extrema precisdo das enzimas envolvidas no processo. A falta ou o acréscimo de um
unico nucleotideo em um exon pode levar a uma alteracdo da fase de leitura e a producéo de
uma proteina.

No entanto deve-se notar ainda que formas de algumas doencas, como a talassemia,
podem ser causadas pela mutacdo em regides intrdnicas, nesse caso a mutagdo criou um novo
local de corte para o intron, produzindo um sinal de parada precoce da proteina,
completamente diferente da original.

No grupo B, formado por pacientes com anemia sem alteracdo de membrana com 85
amostras coletadas, foram observadas nove alteracdes nucleotidicas conforme a tabela 7,

mostrando que ndo houve correlacdo das alteracGes nucleotidicas encontradas no grupo em
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questéo, devido os SNPs estarem presente na maior parte dos grupos estudados.

No grupo C, formado por pacientes sem anemia com alteragdo de membrana com 12
amostras coletadas, foram estudadas sete alteracGes nucleotidicas, conforme a tabela 8,
mostrando também que ndo houve correlacdo das alteragdes nucleotidicas encontras no grupo
em questéo, devido os polimorfismos estarem presente na maior parte dos grupos estudados.

No grupo D, formados por pacientes saudaveis e doadores de sangue foi 0 que mais
apresentou alteragdes nucleotidicas, com exce¢do do SNP no intron 5, na posic¢éo 45conforme
a tabela 9, mostrando também alteragdes nucleotidicas que sdo caracteristicos desse grupo, e 0
caso dos polimorfismos encontrados no intron 6 , na posi¢do 10 e no intron 7, nas posicoes 42
e 46.

Esses resultados demonstram que possivelmente pode estar ocorrendo uma barreira de
protecdo 4 anemia, formado pelas alteracbes nucleotidicas encontradas, mas s sendo
constatada estatisticamente em alguns casos polimorficos descritos nesse estudo,
provavelmente esse fato pode esté relacionado com o a quantidade de amostral definida nesse

estudo que provavelmente ndo foi suficiente para demonstrar essa teoria.

Em nosso estudo analisamos por sequenciamento os exon 4, 5, 6 e os introns 5, 6 e 7
mais de 40 alteracdes nucleotidicas e até o presente momento ndo encontramos nenhuma
descricdo na literatura dos polimorfismos aqui encontrados com excecdo do 166A/G
localizado no exon 4 que expressa a Banda 3-Memphis.

Assim sendo, consideramos o numero de polimorfismos encontrados bastante
elevados e o motivo para varias alteracdes, pode ser que codigo genético é degenerado,
devido uma trinca originar um aminoacido, porem um aminoéacido pode ser derivado de mais
de uma trinca, como exemplo temos a leucina que é traduzida por varias trincas nucleotidicas
como: UUA, UUG, CUU, CUC, CUA e CUG, assim acontecem as combinacdes entre 0s

nucleotideos para todos 0s aminoacidos traduzidos.

Modificacdo na Proteina Banda 3

Conseguimos alinhar através do programa ( MegAlign (DNASTAR Lasergene 8.0 -
Madison, Wisconsin-USA e BLAST) as sequéncias dos exons 4, 5 e 6, demonstrando mais 15
variagOes de sequéncias nucleotidicas que foram estudadas e descritas, dentre elas apenas seis
causam alteracdo na tradugdo do aminodcidos incluindo o 166 A/G no exon 4 (Banda 3-

Memphis), ou seja, cinco alteracdes nucleotidicas estudadas causam modificacdo na estrutura



55

da proteina banda 3 na membrana eritrocitéria, assim as altera¢fes nucleotidicas descritas séo
do tipo (missense).

As variacGes nucleotidicas encontradas que causam modificacdo na traducdo dos
aminoéacidos que formam a proteina banda 3 sao:

Exon 4- posi¢do 166 A- Adenina modificado para uma base nitrogenada G — guanina
induzindo a mudanga do aminoé&cido lisina ( Lys) na posi¢do 56 para um acido glutimico
(Glu), que expressa a Banda 3-Memphis.

Exon 5- posigdo 257 A — Adenina modificado para uma base nitrogenada G — guanina
induzindo a mudanga do amino&cido acido glutdmico (Glu) na posigdo 86 para uma glicina
(Gly).

Exon 6- posicdo 365 A — Adenina modificado para uma base nitrogenada G —
guanina, induzindo a mudanca do aminoacido acido aspartico (Asp) na posi¢do 122 para
uma glicina ( Gly).

Exon 6- posi¢do 366 C — Citosina modificado para uma base nitrogenada T — timina,
induzindo a mudancga do aminodcido acido aspartico (Asp) na posigdo 122 para uma glicina (
Gly).

Exon 6- posi¢ao 380 C — Citosina modificado para uma base nitrogenada T — timina,
induzindo a mudanga do aminoécido serina (Ser) na posi¢do 127 para uma fenilalanina (
Phe).

Exon 6- posig¢do 412 A Adenina modificado para uma base nitrogenada G — guanina,
induzindo a mudancga do aminodcido serina (Ser) na posi¢ao 138 para uma glicina ( Gly).

Exon 6- posi¢do 457 C — Citosina modificado para uma base nitrogenada T — timina,
induzindo a mudanca do aminoécido leucina (Leu) na posi¢do 153 para uma fenilalanina (
Phe).

As alteragdes nucleotidicas que causam alteragdo na sequéncia de aminoacidos
alterando a proteina sdo consideradas mecanismo que permite a acdo da selecdo natural, ja
que insere a variacdo genética sobre a qual ela ird agir fornecendo as novas caracteristicas
vantajosas ou ndo para o individuo.

Entretanto nem todas as mutacdes missense levar a mudangas de proteina apreciaveis.
Um aminoacido pode ser substituido por um aminoacido de propriedades quimicas muito
semelhantes, em cujo caso, a proteina pode ainda funcionar normalmente. Alternativamente, a
substituicdo de aminoéacidos pode ocorrer em uma regido da proteina que ndo afete

significativamente a estrutura secundaria da proteina ou fungao.
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Nas alteragdes nucleotidicas do exon 6 — na posicdo 365A/G e 366C/T ocorrem na
mesma trinca nucleotidica que traduz o mesmo aminoacido, levando a mudanca da aspergina
por uma glicina na mesma posi¢éo 22 do aminoacido.

No entanto a maioria das altera¢fes nucleotidicas encontradas nos exons 5 e 6 séo
silenciosas ndo alterando a sequéncia de aminoacido que forma a proteina, sendo 0s
polimorfismos descritos abaixo:

Exon 5- posi¢do 217 C- citosina modificada para uma base nitrogenada T — timina

Exon 6- posicdo 367 C- citosina modificada para uma base nitrogenada T — timina

Exon 6- posigéo 405 G- guanina modificada para uma base nitrogenada A — adenina

Exon 6- posicdo 426 A- adenina modificada para uma base nitrogenada G — guanina

Exon 6- posicéo 450 A- adenina modificado para uma base nitrogenada G — guanina

Exon 6- posicdo 453 G- guanina modificada para uma base nitrogenada A — adenina

Exon 6- posicéo 467 C- citosina modificada para uma base nitrogenada A — adenina

Exon 6- posicdo 459 G- guanina modificada para uma base nitrogenada T — timina

Exon 6- posicdo 460 C- citosina modificada para uma base nitrogenada T — timina

Exon 6- posicéo 474 G- guanina modificada para uma base nitrogenada A — adenina

Exon 6- posicdo 475C- citosina modificada para uma base nitrogenada T — timina

Exon 6- posicéo 482 A- guanina modificada para uma base nitrogenada G — guanina

As alteracbes nucleotidicas cujos efeitos ndo influenciam a aptiddo dos individuos
podem se acumular ao longo do tempo devido a deriva genética. Acredita-se que a imensa
maioria das mutacOes encontradas neste estudo ndo tem efeito significativo na aptiddo dos
individuos. Além disso, mecanismos de reparo de DNA sdo capazes de corrigir a maior parte
das mudangas antes que elas se tornem mutagdes permanentes.

No grupo A, constituido por pacientes anémicos e com alteracdo de membrana
eritrocitaria foi encontrado um polimorfismo que acarreta modificacdo de aminoacido na
proteina: exon 5- 257A/G em heterozigose ( 0,90%,).

No grupo D, formados pacientes sem anemia e sem alteragdo de membrana
eritrocitaria e doadores de sangue, foram encontrados frequéncias de todos os polimorfismos
(missense): exon 5- 257A/G em heterozigose (3,27%), exon 6- 365A/G em heterozigose
(9,83%), 380C/T em heterozigose (1,63%) e homozigose (0,54%), 412A/G em heterozigose
(2,73%) e 0 457C/T em heterozigose (0,54%).

A forca da associagéo é usualmente calculada pelo Qui-quadrado e Odds radio
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(odds), que indica qudo mais frequente a anemia ocorre em individuos portadores de uma
alteracdo nucleotidica em relacdo aos individuos que ndo apresentam. Nos casos em que 0O
(odds), é maior do que 1, a frequéncia do da alteracdo nucleotidica nos pacientes com anemia
€ maior do que nos pacientes sem anemia, indicando que o polimorfismo esta associado com
susceptibilidade & doen¢a. Quando o (odds) € menor do que 1, tem significado inverso, isto e,
0 marcador esta associado com protecdo contra o desenvolvimento da doenga.

Dos polimorfismos analisado que tiveram resultados relevantes foram: exon 6 na
posicdo 426A/G e 459G/T, intron 5. posicao 449 e posicdo 695.

A alteracdo nucleotidicas que ocorre na posi¢do 426A/G no exon 6, apresentou uma
possivel associagdo com o fator de protecdo a anemia (P = 0,004 e odds= 0,13), estando
significantemente presente na proporcdo de 7,75% dos pacientes do grupo D formado por
individuos saudaveis.

A alteracdo nucleotidicas que ocorre na posi¢do 429G/T no exon 6, apresentou uma
possivel associacdo com o fator de protecdo a anemia (P = 0,0005 e odds= 0,16), estando
presente na proporcdo de 3,60% dos pacientes do grupo D, formado por individuos
saudaveis.

A alteracdo nucleotidicas que ocorre na posicdo 449 no intron 5, apresentou uma
possivel associacdo com o fator de risco da anemia (P = 0,0005 e odds= 4,80), estando
significantemente presente na propor¢do de 11,77% dos pacientes do grupo B e 9,90% no
grupo A.

A alteracdo nucleotidicas que ocorre na posicdo 695 no intron 5, apresentou uma
possivel associacdo com o fator de protecdo da anemia (P = 0,027 e odds= 1,69), estando
significantemente presente na proporcao de 25,89% dos pacientes do grupo B e 33,33% no
grupo A.

Assim, os resultados acima descritos demonstram estatisticamente que as alteracdes
nucleotidicas estdo possivelmente associadas tanto com o fator de protecdo & anemia e com 0
fator de risco a anemia, ndo podendo provar cientificamente essa questdo, precisando de mais

tempo e tecnologia.
Exon 18 e 19
Das 391 amostras coletadas, 302 foram utilizadas para estudo do exon 18, néo

encontrando nenhum polimorfismo associado, porem nas 302 amostras utilizadas para o

estudo do exon 19, dois individuos do Grupo A apresentaram polimorfismos descritos na
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literatura: G>A na posicdo 2587 do gene o qual determina a troca de valina por uma
isoleucina na posigdo 862. Este polimorfismo, ocorre na porgdo transmembranar da proteina

da banda 3, portanto, ndo pode ser considerada potencial sitio antigénico.

Frequéncia do Sistema Diego

Em um individuo do grupo A, foi observado o polimorfismo, C>T na posi¢éo 2.561 do
gene, responsavel pela expressdo do antigeno Dia (Pro854Leu). Em todas as demais amostras
em que o alelo DI*A esteve ausente o alelo DI*B esteve presente. Nenhum outro
polimorfismo foi encontrado neste exon.

Este estudo teve como um dos objetivos especifico determinar a incidéncia do alelo
DI*A/DI*B em 4 grupos distintos.

Foram encontradas no grupo A, formado por 111 pacientes com anemia € com
alteracdo de membrana eritrocitaria evidenciada a frequéncias do genétipo DI*A/DI*A- de
0,90%, a frequéncia do genétipo DI*A/DI*B com 19,82% e a frequéncia gendtipo
DI*B/DI1*B com 79,28%.

No grupo B formado por 85 pacientes anémicos sem alteracdo de membrana foi
encontrado a frequéncia do gendétipo DI*A/DI*B com 3,53% e do gendétipo DI*B/DI*B com
96,47%.

No grupo C formado por 12 pacientes sem anemia com alteracdo de membrana
eritrocitaria a frequéncia do genétipo DI*A/DI*B foi de- 8,33% e do gendtipo DI*B/DI*B-
foi de 91,67%.

No grupo D formado por 94 pacientes normais e doadores de sangue a frequéncia do
gendtipo DI*A/DI*B foi de 4,25% e a frequéncia do genétipo DI*B/DI1*B foi de 95,75%.

Nos 302 pacientes previamente estudados tivemos uma frequéncia alélica de DI*A de
5,30% e DI*B de 94,70%.

).
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A incidéncia do alelo DI *A

Encontramos uma porcentagem genotipica (DI* A/DI *B) de 9,93% nas 302 amostras
de pacientes e doadores de sangue. Incidéncia alta, cerca de duas vezes maior, quando
comparado com estudo prévio onde a porcentagem foi de 3,2%. (BALEOTTI, 2002). A
incidéncia de 9,93 do alelo DI*A em doadores de sangue no nosso estudo também foi superior
que o encontrado por Baleotti, j& que em ambos os relatos o genétipo DI*A/DI*A, nessa
populacéo, ndo foi encontrado.

Em nossos estudos encontramos também a frequéncia de 10,59% do gendtipo DI*A
corroborando com os dados obtidos em estudos realizados por nossa equipe de pesquisa no
Homecentro do Amazonas que constatou frequéncia semelhante em doadores de sangue .

Em relacdo a ancestralidade da etnia indigena, sua representatividade na populacdo de
Manaus foi alta quando comparada as demais areas onde sua prevaléncia é sabidamente baixa
(regides do Sudeste e Sul,).

N&o existem dados disponiveis da regido de Manaus- AM quanto a distribuicéo
populacional por etnia, mas se considerarmos os dados referentes ao Estado do Amazonas,
encontramos uma importante participacdo destas etnias na constituicdo da nossa populagéo o
que justificaria a alta porcentagem do alelo DI* A em pacientes e doadores e sangue.

Devido a alta prevaléncia do alelo DI*A na populacdo de doadores de sangue, é
importante lembrar a possibilidade de ocorréncia o gendétipo DI *A/DI*A na nossa populacao,
tornando-se necessaria a pesquisa do alelo DI* B em pacientes politransfundidos que

apresentem anticorpo contra antigeno de alta incidéncia.

Correlacéo entre o as alelos DI*A e DI*B com a Banda 3-Memphis

Na correlagdo dos resultados dos alelos DI*A e DI*B e o polimorfismo da Banda
Memphis mostrados na tabela 15, pode-se observa que nas 302 amostras com 604 alelos
estudados, 572 eram DI*B dos quais apenas 16(2,8%) estavam ligados a mutacdo 166G
(Banda 3-Memphis).

Em nossas amostras apenas no grupo B, formadas por pacientes anémicos sem
alteracdo de membrana, ndo foi encontrado nenhum alelo DI*B correlacionado com 166G
(Banda 3-Menphis), sendo encontrado o alelo DI*B, associado com 166G nos grupos A, C e

D previamente formados neste estudo, consistente com os resultados Spring et al e Black et al.
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Quanto ao alelo DI*A, que o esperado é estar associado a mutacdo 166G, encontramos
14(43,75%) associado a 166A, caracterizando o novo alelo DI*A encontrado por Balleoti e
colaboradores em indigenas na regido amazoénica, apesar de que nossos individuos nao serem
indigenas.

Em nosso estudo constatamos a existéncia de um paciente com o gen6tipo DI*A DI*A
correlacionada com o 166A (Banda 3 normal).

A evidencia dessa nova variante em nossos estudos, confirma a discursdo de Baleotti
e colaboradores, 2003 sugerindo a existéncia do alelo DI*A associada 166A que caracteriza a
banda 3 normal e em parte corrobora com Lesley J.,1994 que afirma a associacdo do alelo
DI*A com o polimorfismo 166G ( Banda 3-Memphis), associacdo também encontrada em
pacientes aqui estudado.

As analises de sequenciamento dessas amostras foram devidamente repetidas e
confirmadas a interpretacdo de homozigose 166A e a alteracdo nucleotidicas para a
homozigose 2561T DI*A, mesmo as amostras em heterozigose DI*A DI*B, que o esperado é

estarem associadas a uma heterozigose 166A/G, estavam a maioria associadas com 166A.
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7. CONCLUSOES

1. Exons4,5,6eo0sintrons5,6e7 dogene SLC4A1,sd0 muito polimérficos, devido
a alta frequéncia de alteracdes nucleotidicas encontradas neste estudo.

2. A alta frequéncia de alteracdes nucleotidicas encontradas é justificada, devido o
cddigo genético € degenerado sendo que uma trinca nucleotidica origina um
amino&cido, porem um amino&cido pode ser derivado de mais de uma trinca
nucleotidica.

3. Das alteracdes nucleotidicas encontradas, seis sdo polimorfismos que alteram a
sequéncia de aminoacido que forma a proteina banda 3.

4. Das alteragBes nucleotidicas encontradas, estatisticamente, duas estdo possivelmente
associadas com o fator de protecdo a anemia.

5. 6 polimorfismos encontrados no exon 6, ndo descritos na literatura pesquisada que
alteram a sequencia de aminoacido da proteina banda 3 e um polimorfismo
encontrado no exon 19 ja descrito na literatura.

6. Das alteraces nucleotidicas encontradas, estatisticamente, duas estdo possivelmente
associadas com o fator de risco da anemia.
7. Nos 302 pacientes previamente estudados tivemos uma frequéncia alélica de DI*A

de 5,30% e DI*B de 94,70%.

8. Constatagdo de uma nova variante DI*A correlacionada no exon 4 posigdo 166A.
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APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Hemocentro do Amazonas -HEMOAM
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Estudo: Associacao do polimorfismo do gene SLC4A1 com alteracdes de
membrana eritrocitaria em pacientes hematolégicos do Hemocentro do Amazonas,
Brasil.

INFORMACOES PARA PARTICIPACAO VOLUNTARIA NESSE ESTUDO.

Este estudo tem como objetivo tipar grupos sanguineos importantes para
transfusdo sanguinea em doadores de sangue e pacientes hematolégicos do
HEMOAM. Caso vocé aceite participar como voluntario, necessitaremos de suas
informacgdes pessoais (nome, idade, data, local de nascimento, etc), assim como sua
autorizacdo para realizarmos tipagem sanguinea a partir do sangue que sera colhido
através da veia do braco que é a mesma usada para a doacdo de sangue. Os
exames serdo realizados no laboratério de tipagem sangiinea do HEMOAM. Sua
participacdo neste estudo é voluntaria, sendo estes participantes doadores aptos
nas triagens clinica, hematologica e sorologica, pacientes hematologicos do
HEMOAM. O procedimento da coleta do sangue sera realizado por um profissional
treinado, utilizando agulhas, bolsa de sangue e tubos descartaveis o que reduzira o
risco de alguma contaminag¢do durante o processo de coleta, sendo o Unico
desconforto a penetracdo da agulha na veia do braco durante o procedimento da
coleta de sangue. O voluntario tem o direito de conversar com 0 pesquisador,
Doutor Sérgio Roberto Lopes Albuquerque, diariamente nos periodos da manha e da
tarde no HEMOAM situado & Avenida Constantino Nery, n°® 4.397, Chapada, esquina
com a Avenida Pedro Teixeira ou pelo telefone 3655-0129, em qualquer fase do
estudo, para pedir qualquer tipo de esclarecimento, ou se tiver alguma consideragcao
ou duvida sobre a ética deste estudo. E garantida ao voluntario a liberdade de
retirada de consentimento a qualquer momento, deixando assim de participar do
estudo sem qualquer prejuizo ao mesmo. Neste estudo, o esperado € que nao haja
perdas ou danos fisico ou moral por parte dos participantes, porém havendo tais
ocorréncias, estas devem ser comunicadas imediatamente ao pesquisador principal
que devera avaliar e tomar as devidas providéncias se for assim necesséario. Os
participantes ndo terdo suas identidades divulgadas durante o periodo de execucao
do estudo, assim como em publicacbes posteriores. Os participantes deste estudo
ndo terdo nenhuma despesa ou compensacao financeira, ou algum beneficio
adicional, por participar deste trabalho, mas estard contribuindo para o
conhecimento cientifico. Ainda assim, se houver algum prejuizo financeiro, o
pesquisador responsavel podera ressarci-lo.

A PARTICIPACAO E VOLUNTARIA. ISTO QUER DIZER QUE O PACIENTE
TEM TODO O DIREITO DE NAO PARTICIPAR OU SE RETIRAR DO ESTUDO, EM
QUALQUER FASE DA PESQUISA, e isto nado trard nenhum prejuizo, e que tera
garantido o seu tratamento, conforme a rotina do servico local se necessario. A
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pessoa que aceitar participar da pesquisa guarda uma copia deste documento que
sera assinado duas vezes, das quais uma copia ficarda com o pesquisador e a outra
com o paciente.

o recebi a
explicacdo de que serei um(a) dos (as) participantes dessa pesquisa. Se eu nao
souber ler ou escrever, uma pessoa de minha confianca lera este documento para
mim e depois escrevera nesta pagina o meu nome. E por estar devidamente
informado (a) e esclarecido (a) sobre o conteddo deste termo, liviemente, sem
qualquer pressao por parte dos pesquisadores, expresso meu consentimento para
minha inclusédo nesta pesquisa.

Manaus, ......... [oon.... [ooiiinn,

Assinatura do paciente ou representante legal ou
Impresséo do polegar direito do paciente,
caso este ndo saiba escrever seu nome.

PESQUISADOR: ..ot




APENDICE C- Questionario Epidemioldgico

FICHA DE DADOS DO PARTICIPANTE

A — Dados epidemioldgicos

NO

1.Nome:

2. |dade:
2.1 Género: 1( )M 2( )F

2.2. Cor da pele

2.3 Ascendéncia

3. Endereco:

4. Telefone: ()

5. Medicamentos, quimioterapia, raio x: ( ) SIM () NAO
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6. Diagnéstico:

Hemoglobina Hematdcrito

Alteracdo de membrana

eritrocitaria:

Polimorfismo do gene

SLC4A1

Obs:
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