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Resumo

A drepanocitose ¢ uma doenca hereditaria monogénica, causada pela mutagao c.20A>T
no gene HBB, caracterizada por eritrocitos falciformes, anemia hemolitica cronica e
elevada morbilidade e mortalidade, sobretudo no continente africano onde tem elevada
prevaléncia.

A malaria humana ¢ causada pelo parasita do género Plasmodium e ¢ considerada um
problema de satde publica, nomeadamente na regido da Africa Subsariana e, tal como a
drepanocitose, encontra-se associada a uma elevada taxa de morbilidade e mortalidade
infantil.

O objetivo principal deste estudo foi investigar a relacdo entre a variabilidade fenotipica
da drepanocitose e da malaria e a variabilidade genética dos genes CD36, ICAM-1 e HBA,
numa populacdo sujeita a ambas as patologias.

O estudo incidiu sobre 65 criangas com drepanocitose residentes em Angola.
Genotiparam-se cinco regides polimorficas no gene CD36, seis no gene ICAM-1 e uma
em HBA, recorrendo a técnicas moleculares de PCR, Gap-PCR, sequenciacao de Sanger
e andlise de fragmentos.

Os resultados revelaram uma elevada prevaléncia da delecdo a-talassémica de 3,7kb
(73%) na populagdo drepanocitica estudada. A delecdo talassémica revelou-se benéfica
para os doentes no que toca a gravidade da anemia hemolitica.

Os estudos de associagdo demonstraram que o alelo_C do SNP rs3211891 T>C, no gene
CD36, se encontra associado negativamente a concentragdo média de hemoglobina
(p=0,013) pois os doentes com gendtipos contendo o alelo C nesse SNP apresentaram
uma concentracao significativamente mais baixa de hemoglobina que os restantes,
portanto um maior grau de anemia.

No gene ICAM-1, os genotipos com o alelo T no SNP rs5491 A>T demonstraram estar
associados a um ntimero de eritrocitos significativamente mais baixo (p=0,044) e a niveis
de LDH superiores (p=0,020), que os genotipos wild-type. Concluimos assim que se
encontra associado a um agravamento da anemia e da taxa de hemolise. Ainda em /CAM-
1, os gendtipos com o alelo A no SNP rs5496 G>A revelaram uma associagdo com uma
concentragcdo de hemoglobina (p=0,009) e nimero de eritrocitos (p=0,036) superior, bem
como com uma percentagem de reticulocitos (p=0,044) inferior aos demais, concluindo-
se que melhora os fendtipos da drepanocitose, nomeadamente a anemia e a taxa de
hemolise. Em sentido contrario, os gendtipos contendo o alelo G no SNP rs5498 A>G
revelaram associagdo com uma elevada percentagem de reticulocitos (p=0,015).

Em relagdo a maléria, os doentes drepanociticos com geno6tipos que contém o alelo G no
SNP rs5494 C>T revelaram ter uma probabilidade 5,63 vezes maior de apresentarem
malédria em comparacdo com aqueles que t€ém os genotipos wild-type, na populacao
estudada, OR=5,63, IC95% de 1,07-29,73, p=0,028.
Este estudo permitiu desvendar o papel modulador de algumas variantes genéticas em
relag@o aos fendtipos da drepanocitose e da maldria.

Palavras-chave: Drepanocitose, Malaria, Plasmodium falciparum, Modificadores
genéticos






Abstract

Sickle cell anemia is a hereditary disease caused by c.20A>T mutation in the HBB gene.
It is characterized by sickle-shaped erythrocytes, chronic hemolytic anemia, and high
morbidity and mortality rates. The disease is particularly prevalent in the African
continent.

Human malaria, caused by the Plasmodium parasite, is a public health issue, especially
in sub-Saharan Africa. Like sickle cell disease, malaria is associated with high morbidity
and infant mortality rates.

The aim of this study was to investigate the relationship between the phenotypic
variability of sickle cell disease and malaria and the genetic variability of CD36, ICAM-
1, and HBA genes in a population subject to both pathologies.

The study included 65 children with sickle cell disease living in Angola. Five
polymorphic regions were genotyped in the CD36 gene, six in the /ICAM-1 gene, and one
in HBA using molecular techniques like PCR, Gap-PCR, Sanger sequencing, and
fragment analysis.

The results showed a high prevalence of a-thalassemia deletion of 3.7kb (73%) in the
studied population. The thalassemia deletion was shown to be beneficial for patients
concerning the severity of hemolytic anemia.

The association studies revealed that the C allele of the rs3211891 T>C SNP in the CD36
gene is negatively associated with mean hemoglobin concentration (p=0.013). Patients
with genotypes containing the allele C in that SNP had a significantly lower hemoglobin
concentration than the others, indicating a higher degree of anemia.

In the ICAM-1 gene, genotypes with the allele T in the rs5491 A>T SNP were associated
with a significantly lower number of erythrocytes (p=0.044) and higher LDH levels
(p=0.020) than wild-type genotypes. This suggests that it worsens anemia and hemolysis
rates. Conversely, genotypes containing the allele A in the rs5496 G>A SNP were
associated with a higher hemoglobin concentration (p=0.009) and erythrocyte count
(p=0.036), as well as a percentage of reticulocytes (p=0.044) lower than others, indicating
an improvement in the phenotypes of sickle cell anemia, namely in anemia level and
hemolysis rate. On the other hand, genotypes containing the allele G in the rs5498 A>G
SNP were associated with a high percentage of reticulocytes (p=0.015).

Regarding malaria, sickle cell anemia patients with genotypes containing the allele G in
the rs5494 C>T SNP showed a 5.63-fold higher risk of malaria compared to those with
wild-type genotypes (OR=5.63, 95%CI 1.07-29.73, p=0.028).

Overall, this study sheds light on the role of some genetic variants in modulating sickle
cell disease and malaria phenotypes.

Keywords: Sickle cell anemia, Malaria, Plasmodium falciparum, Genetic modifiers
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Introdugéo

1 Introducio

1.1 Malaria

A malaria é uma parasitose causada pelo parasita do género Plasmodium, é considerada
uma das doencas infeciosas mais antigas do mundo e uma das parasitoses que maior
nimero de pessoas afeta anualmente. E um problema de satde publica, nomeadamente
na regido da Africa Subsariana onde apresenta maior incidéncia e prevaléncia
(endemicidade). E também a doenca tropical associada a maior mortalidade infantil, de
criancas até aos 5 anos de idade, sendo estas um dos grupos de risco mais vulneravel em
areas endémicas para a malaria. De acordo com o Ultimo relatério da organiza¢do mundial
de saude (OMS), em 2022 cerca de metade da populacdo mundial encontrava-se exposta
amaléria e foram estimados 249 milhdes de casos. Nesse mesmo relatorio, a OMS relatou

ainda que 94% dos casos e 96% das mortes ocorreram em Africa (1).

A maléria humana pode ser causada por seis espécies do género Plasmodium, sendo estas
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovalecurtisi e Plasmodium
ovalewallikeri, Plasmodium malariae e Plasmodium knowlesi, porém é na infecdo por
Plasmodium falciparum que as consequéncias se configuram mais severas (2-5). O
parasita em questdo apresenta mecanismos ao nivel da infe¢do e da evasdo ao sistema
imune do hospedeiro e fatores de viruléncia, responsaveis pelos fendmenos de sequestro
e citoadesdo dos eritrdcitos infetados. E nesta espécie de Plasmodium que se concentra o

presente trabalho.

A maléria é uma infecdo que tem contribuido, ao longo dos anos, para a selecdo de
variantes polimorficas do hospedeiro Humano. Desta forma, exerce um mecanismo de
pressdo seletiva das variantes que sdo vantajosas para 0 hospedeiro perante a malaria,
resultando no aumento das suas frequéncias populacionais (6). Deste modo, fala-se de
uma “Hipotese da maléria” que tenta explicar esta selecdo. A “Hipdtese da maléria” foi
primeiramente proposta por Haldane em 1949, que inferiu sobre a existéncia de uma
pressdo seletiva positiva exercida sobre os portadores de talassémia que conferia algum

grau de protecdo contra a malaria em &reas endémicas para esta parasitose (7).

Mais tarde, em 1954, Allison sugeriu que a anemia das células falciformes estaria

igualmente associada a protecdo contra a malaria e sujeita a esta pressdo que seleciona
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polimorfismos/mutagdes e variantes genéticas que conferem protecdo as populagcfes que

nestas areas habitam (8).

1.2 Espécie Plasmodium falciparum

O parasita da espécie Plasmodium falciparum é um protozoario unicelular pertencente ao
filo Apicomplexa. Este filo é caracterizado pela presenca de complexo apical importante
no momento de invaséo celular. E um parasita intracelular, tendo um desenvolvimento e
reproducdo dependente das vias enzimaticas das células-alvo do hospedeiro. E a espécie
de parasita Plasmodium associado ao maior nimero de mortes por maléaria e a0 maior
namero de casos de maléria cerebral. Configura-se como um dos agentes etiol6gicos mais
perigosos, uma vez que apresenta um lato espetro de resisténcias a antimalaricos, pelo

gue o seu estudo se torna essencial para uma tentativa de contencao de infecées (9,10).
1.2.1 Ciclo de Vida

No caso da maléaria humana, o parasita possui um ciclo esporogénico (reproducédo
sexuada) no mosquito do género Anopheles (hospedeiro definitivo) e um ciclo
esquizogdnico no hospedeiro intermediario, Homem. O ciclo de vida do plasmodio no
hospedeiro intermediario compreende duas fases de infecdo distintas, uma primeira fase
de infecdo de hepatdcitos e a seguinte de infecdo de eritrdcitos e encontra-se representado

na figura 1.1.
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Figura 1.1- Ciclo de vida do parasita Plasmodium falciparum.1- Durante uma refeicao sanguinea,
da-se a injegdo de esporozoitos na corrente sanguinea do Homem (por parte do mosquito-vetor).
2- Sao infetados os hepatdcitos, onde se inicia um ciclo exoeritrocitario (A). 3- Esporozoitos
sofrem esquizogonia que da origem a esquizontes, células multinucleadas que posteriormente se
dividem em merozoitos. 4- Da-se a rutura do esquizonte e libertacdo de merozoitos para a corrente
sanguinea. 5- Os merozoitos vao infetar eritrocitos, dando inicio ao ciclo intraeritrocitario (B). 6-
Esquizogonia (intraeritrocitaria) em trofozoito, etapas de diferenciagdo deste em esquizonte (ou
em gametocito) e rutura do esquizonte. 7- Estrutura do gametocito (microgametdcito ou
macrogametdcito). 8- Refei¢do sanguinea e ingestdo de gametocitos (infe¢do do mosquito), inicio
do ciclo esporogdnico (C). 9- Diferenciagdo dos gametocitos em gametas e fecundagdo do micro
com o macrogdmeta. 10- A fecundacdo d4 origem ao oocineto, que se vai alojar na matriz
peritrofica do intestino médio do mosquito. 11- Reprodugéo sexuada, meiose, € origem do oocisto
que permite o desenvolvimento de esporozoitos. 12- Rutura do oocisto e novo inicio de ciclo.
Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention (https://www.cdc.gov/parasites/).

O ciclo inicia-se pela injecdo de esporozoitos na corrente sanguinea, no decorrer de uma
refeicdo sanguinea por parte do mosquito fémea (vetor). Os esporozoitos véo infetar
hepatdcitos, no figado, iniciando uma fase hepatica e assintomatica (Fig.1.1-n°2). Aqui
ocorre uma reproducao assexuada, esquizogonia exoeritrocitaria, dos esporozoitos em
merozoitos que sdo posteriormente libertados na corrente sanguinea. De seguida, da-se o
inicio da fase intraeritrocitaria (com duragéo de 48 horas), sintomatica, onde ocorre uma

adesdo do merozoito a membrana do eritrocito (Fig.1.1-n°5)(11).

A internalizacdo do parasita ¢ feita a partir de uma reorientacdo da extremidade apical

para a zona de contacto com o eritrocito, com recurso a filamentos de actina e miosina
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presentes no complexo apical do plasmédio. Apds esta reorientacdo entram em acao as
roptrias e micronema do parasita, sdo libertadas proteases, fosfolipases e outras enzimas
que perturbam a estabilidade da membrana do eritrocito e provocam uma disrupgéo
membranar. Esta cascata de acontecimentos permite que se suceda uma invaginagéo da

membrana originando o vacuolo parasitéforo, onde o merozoito se desenvolve (12,13).

No eritrocito, o desenvolvimento do parasita compreende os estadios de merozoito,
trofozoito (anel e maturo) e esquizonte, sendo que este Ultimo leva ao rebentamento do
eritrocito infetado e libertacdo de merozoitos na corrente sanguinea para infecao de mais

células sanguineas.

O ciclo continua, por um lado com a invasdo de mais eritrocitos saos e de varios picos de
parasitémia e, por outro lado, com a diferenciacdo dos merozoitos em gametdcitos
(Fig.1.1-n°7). A ingestdo destes pela picada de um mosquito, origina a sua infecdo e,
posteriormente, permite a fecundacdo do macro com o microgameta e formacdo do
oocineto (Fig.1.1-n°8 a 10). O oocineto através de meiose e, posteriormente, de mitoses
sucessivas origina o oocisto que alberga os esporozoitos, que migram para as glandulas

salivares do mosquito para nova infecdo (Fig.1.1- n°11 e 12).
1.2.2 Fatores de viruléncia

A espécie P. falciparum apresenta mecanismos que auxiliam a evasdo ao sistema

imunitéario do hospedeiro, através dos fendmenos de citoadeséo e rosetting (14).

No decorrer da fase sanguinea da infecdo por P. falciparum, este exporta para o folheto
externo da membrana do eritrocito, proteinas que apresentam varia¢do antigénica, como
a proteina de membrana 1 (PfEMP1) (ver ponto 1.2.2.1), as proteinas da repetitive
interspersed family (RIFINS) e as proteinas da regido varidvel subtelomérica,
subtelomeric variable open reading frame (STEVOR), entre outras. Estas proteinas
codificadas por familias génicas, respetivamente var, rif e stevor, permitem a ja
mencionada evasao ao sistema imune através da variacdo antigénica e consequentemente,
das proteinas apresentada as células do hospedeiro (15). A PfEMPL1 especificamente,
encontra-se ja cientificamente provado ser capaz de estabelecer ligagdo com recetores do
endotélio vascular humano, sendo associada aos fendmenos de citoadesdo e sequestro

(importantes para a viruléncia de P. falciparum) (16). Por estas raz6es, a PFEMP1 sera a
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proteina sobre a qual a informacdao seré desenvolvida daqui para a frente.

O fendmeno de citoadesdo, ou sequestro, consiste na adesdo dos eritrocitos infetados ao
endotélio vascular. Desta forma, os eritrocitos evitam a sua eliminacdo pelo figado e baco.
Por outro lado, o rosetting traduz-se na capacidade dos eritrocitos infetados se cercarem
por outros constituintes sanguineos, por exemplo eritrocitos sdos e plaquetas. Desta
forma, escapam ao reconhecimento pelas células do sistema imunitario como corpos
estranhos e evitam a sua sinalizacao e posterior eliminacdo (17). Para além disso, esta
capacidade de se rodearem por outros eritrocitos ndo infetados permite um maior
rendimento e infecdo localizada quando se da a libertacdo de merozoitos, com objetivo
de nova invaséo (16).

1.2.2.1 A familia PFEMP1

A PfEMP1 é uma familia de proteinas codificadas por genes do parasita e que se
expressam a superficie do eritrocito do hospedeiro, sendo o mais importante fator de
viruléncia do parasita pois permite o reconhecimento de recetores humanos e o

estabelecimento de ligacbes ao endotélio vascular humano (18,19).

A PFEMP1 tem a sua expressdo regulada pelos genes de variacdo antigénica (var gene).
Estes sdo cerca de 60 genes que através de switching transcricional alteram os antigénios
apresentados as células hospedeiras (11,20). Deste modo, quando o sistema imunitario do
hospedeiro adquire imunidade contra os antigénios apresentados ocorre o switching do
gene expresso e 0 processo de resposta imunitaria inicia-se novamente, levando a picos

de parasitémia constantes (21-23).

A proteina em traducdo ativa € exportada pelo parasita para a membrana externa do
eritrocito infetado, na fase sanguinea da infecdo, e acumula-se em estruturas denominadas
de knobs (14,16,24).

No que diz respeito a sua estrutura molecular, a PFEMP1 é constituida por um dominio
transmembranar e um extracelular constituido por dois tipos de subdominios, os Duffy
binding- like (DBL) e os Cystein-rich interdomain region (CIDR) (Fig.1.2) (25). Cada
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um dos subdominios estabelece ligacdo com recetores humanos especificos (16,19).

N-Terminal | DBL CIDR | Cuamatiia
| | | intracelular
1 |
|

Dominio extracelular

Figura 1.2-A) Esquema da estrutura molecular da familia de proteinas PFEMP1. B) Estrutura 3D
da PfEMP1.Uniprot- C6KT15. Informagao recolhida a 10/07/2023.

1.3 Eritrocito

Os eritrécitos, ou glébulos vermelhos, sdo células anucleadas, circulantes na corrente
sanguinea, responsaveis pelo transporte de oxigénio e consequentes trocas gasosas.
Apresentam forma biconcava e uma membrana flexivel que permite ndo s6 o aumento da
area de troca dos gases, mas também a manutencdo da estrutura e funcdo da célula. A
flexibilidade da membrana facilita a passagem pelos inimeros capilares. Esta membrana
é constituida por uma bicamada fosfolipidica e um citoesqueleto composto por proteinas,

tais como espectrina, anquirina, actina e banda 3 (17,26,27).

Os eritrocitos tém um tempo de vida de 120 dias e apresentam vias enzimaticas
imprescindiveis a sua manutencdo. Possuem uma cor vermelha devido a presenca de
hemoglobina (Hb), proteina citoplasmatica abundante sem a qual o transporte de oxigénio
seria impossivel, uma vez que é esta que alberga o ido ferro que apresenta afinidade para

as moléculas de oxigénio (28).
1.3.1 Hemoglobina e Hemoglobinopatias

A hemoglobina é a principal proteina presente nos eritrocitos. A sua morfologia e
variagcoes moleculares desde cedo foram campo de investigacdo e de interesse para o
Homem, nédo sé pela funcdo que desempenha a nivel biologico, mas também pela sua
associacdo com diversas patologias humanas. Foi em 1970 que Perutz descreveu, pela

primeira vez, a estrutura molecular da hemoglobina humana (29).
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A hemoglobina é uma proteina tetramérica de estrutura globular, isto €, com quatro
subunidades estruturais, duas cadeias globinicas alfa e duas beta (Fig.1.3-A), no caso da
hemoglobina A, cada uma com ligacdo a um grupo prostético heme (Fig.1.3-B) (29). O
ido ferro presente no grupo heme, no seu estado ferroso, é o responsavel pela elevada
afinidade e transporte de moléculas de oxigénio, desempenhando desta forma uma das
funcgdes fisioldgicas mais importantes, o transporte de oxigénio e trocas gasosas, nNos

tecidos e 6rgdos (28,30).

Figura 1.3-A) Imagem 3D da estrutura quaternéria da hemoglobina humana. NCBI — MMDB
ID:184277/PDB ID:6LCX. B) Estrutura 2D do grupo heme. PubChem SID:144080007.
Informagao recolhida a 03/02/2023.

Ao longo do desenvolvimento fisiolégico sdo sintetizados diferentes tipos de
hemoglobinas que dependem do estadio de desenvolvimento (embrionario, fetal ou
adulto) e da expressdo ativa de diferentes cadeias globinicas. No periodo adulto, observa-
se a sintese maioritaria da hemoglobina adulta (HbA), e das hemoglobinas minoritarias,
hemoglobina A, (HbA2) e hemoglobina fetal (HbF).

A alteracdo da expressdo de cada tipo desta proteina é acompanhada pela mudanca de
local onde ocorre a eritropoiese (Fig.1.4), sendo que a partir do nascimento a eritropoiese

tem lugar na medula 6ssea (31).
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Figura 1.4-Representacdo das diferentes cadeias globinicas e sua expressdo ao longo das
diferentes etapas de desenvolvimento, desde a fase embriondria a adulta e respetivos locais de
eritropoiese. Adaptado de (31).

As patologias genéticas relacionadas com a hemoglobina tém o nome de
hemoglobinopatias. As hemoglobinopatias sdo doencas monogénicas de transmissao
autossomica recessiva que se caracterizam por variantes patogenicas nos genes
globinicos. Estas alteracBes genéticas podem afetar o nivel de expressdo do gene
globinico, causando diminuicdo ou auséncia de sintese da proteina correspondente ou,
por outro lado, podem dar origem a sintese de uma proteina estruturalmente diferente, as
chamadas variantes da hemoglobina. Deste modo, as hemoglobinopatias podem ser
divididas em dois grupos: as hemoglobinopatias quantitativas e as qualitativas.

As hemoglobinopatias quantitativas sao denominadas talassémias. Estas tomam o nome
correspondente ao gene globinico cuja expressdo estd diminuida (por exemplo, [-
talassémia e o-talassémia) devido a mutacdes pontuais, a dele¢des ou insercdes,

localizadas no proprio gene ou nas suas regides regulatorias (32).

As hemoglobinopatias qualitativas, ou variantes de hemoglobina, ocorrem quando se esta
na presenca de alteracBes genéticas ao nivel das sequéncias codificantes dos genes
globinicos (exdes) e que ddo origem & alteracdo de um ou mais amino&cidos na proteina

correspondente (geralmente mutagdes missense).

A simples alteracdo de um aminoacido origina uma hemoglobina estruturalmente
diferente e que pode ter propriedades bioquimicas bastante diversas e nefastas, em relacéo
a hemoglobina normal. O exemplo mais frequente e conhecido deste tipo de

hemoglobinopatia é a drepanocitose (33).
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14 Drepanocitose

A drepanocitose, ou anemia das células falciformes, ¢ uma hemoglobinopatia causada por
uma variante da hemoglobina, uma vez que tem na sua génese uma mutacdo que altera o
6° aminoacido da proteina B-globina constituinte da HbA passando esta a denominar-se
HbS (30). Os processos e caracteristicas moleculares desta patologia foram, pela primeira
vez, descritas por Linus Pauling em 1949, dando a conhecer os principios desta mutacao
que afeta milhares de pessoas (34). Assim, a drepanocitose € uma doenca hereditaria
monogeénica, caraterizada pela mutacdo de um unico nucleétido c.20A>T (substituicdo de
adenina por timina, tabela 7.1 do anexo 2) no gene HBB, este que codifica as cadeias da
B-globina. Esta mutagdo (rs334) é considerada missense, tendo como consequéncia a
alteracdo do aminodacido acido glutamico (Glu) para valina (Val) (Tabela 7.2, do anexo

2) no sexto codao da referida proteina (Fig.1.5) (35).
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Figura 1.5-Representacdo esquematica da alteracdo falciforme: substituicdo do aminoacido
Acido Glutamico por Valina na proteina p-globina como consequéncia da alteragdo do tripleto
GAG por GUG na sequéncia codificante do gene HBB. Adaptado de (36).

As diferentes caracteristicas biogquimicas entre os dois aminoacidos levam a uma
alteracdo no modo de ligagéo estrutural entre as cadeias alfa e beta, 0 que provoca uma
modificacdo morfoldgica do eritrécito de uma forma biconcava para uma forma de foice
(falciforme) (26). Esta alteragéo confere maior rigidez, menor flexibilidade e tendéncia

para a desidratacdo eritrocitaria, culminando numa maior tendéncia para a ocorréncia de
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hemolise dos eritrocitos e, consequentemente, diminuigcdo do seu nimero e ocorréncia de
anemia (anemia hemolitica crénica) (36). Outras consequéncias da drepanocitose,
igualmente relevantes do ponto de vista clinico, sdo a obstrucao vascular, ocorréncia de

acidentes vasculares cerebrais (AVCs), crises dolorosas, dactilite, entre outras (37).

Um individuo é doente drepanocitico se for homozigdtico para o alelo mutante °
(gendtipo HbSS), enquanto se o individuo for heterozigético (gen6tipo HbAS) diz-se que
apenas apresenta o traco drepanocitico/falciforme. Os individuos com traco-falciforme

sdo clinicamente assintomaticos e apresentam protecdo contra a malaria (8,35,38).

A drepanocitose apresenta uma elevada prevaléncia em populagdes que habitam regides
endémicas da malaria, o que se explica pela hip6tese da malaria previamente descrita (ver

ponto 1.1).

Assim, devido as alteracbes morfoldgicas dos eritrdcitos, origina-se um ambiente
desfavoravel a sobrevivéncia do parasita, devido a stresse celular e radicais oxidativos
que ndo permitem a continuidade do ciclo intraeritrocitario do plasmodio. Por outro lado,
a alteracdo do citoesqueleto do eritrécito ndo permite uma eficiente exportacdo da
PfEMPL1 para a membrana celular e diminui consequentemente a sua capacidade de
citoadesdo (39,40).

1.5 Epidemiologia da malaria e drepanocitose em Africa

De acordo com a OMS, a anemia, no seu sentido lato, € um problema de saude publica
que afeta 1,8 bilides de pessoas a nivel global e dessas 269 milhGes sdo criancas até aos
5 anos. As regides mais afetadas sdo a Africa Subsariana e o Sudeste Asiético. Estima-se
também que cerca de 75% dos nascimentos de criancas com drepanocitose (globalmente)
ocorrem na Africa Subsariana (41,42).

A anemia pode dever-se a deficiéncias nutricionais (por exemplo, caréncia nutricional em
ferro), a doengas infeciosas que alterem a absor¢do de nutrientes e metabolismo no
eritrocito e a doencas hereditarias do sangue. Nas regides endémicas para a malaria, a
anemia possui duas causas prevalentes, as doencas infeciosas e as doencas hereditarias

do sangue, nomeadamente, a prevaléncia do alelo B° (43,44).

A figura 1.6 (A e B), mostra a prevaléncia do alelo responsavel pela drepanocitose em

regibes com maior incidéncia de malaria, causada por P. falciparum. Por outro lado,
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mostra também que a regido africana € a fortemente afetada por ambas as condigdes. Isto,
evidencia a pressao seletiva da maléria (ao longo dos anos) sobre variantes polimorficas

que confiram algum nivel de protecdo, aumentando a sua frequéncia alélica na populacéo.

Figura 1.6-A) Distribui¢cdo dos novos casos de malaria, causada por P. falciparum, no continente
africano no espago de um ano. B) Distribui¢do do alelo BS no continente africano. Mapas gerados
pelo software MalariaAtlas project (https://malariaatlas.org/). Informagao recolhida a 11/07/2023.

Sabe-se que Angola é um dos paises da Africa Subsariana com maior niimero de casos e
mortes associadas a malaria, este facto é associado as condicOes climatéricas e também a

falta de recursos por parte do sistema de saude (1).

A nivel epidemiol6gico as provincias do Bengo e Luanda consideram-se meso-endémicas
para a maléria, com taxas de incidéncia da infecdo entre os 10 e 30%, estando associadas
a climas tropicais e a malaria sazonal, sendo a época de maior transmissao entre novembro
e maio. Diz-se que a infecdo por malaria nestes locais é sazonal devido as variacdes
climatéricas do pais, tendo alturas do ano de seca e outras de humidade e chuva constante.
E no decorrer desta Gltima que se da o pico de transmissdo do parasita, facto este
resultante de um maior nimero de criadouros estaveis, o que facilita a reproducdo do
vetor (45).

Por outro lado, segundo a ANPAF (Associacdo Angolana de Apoiantes dos Portadores
de Falciformacdo), 20% da populacéo adulta angolana é portadora do alelo falciforme e

anualmente cerca de dez mil criangas nascem com a doenca (46).

E, portanto, notdria a coexisténcia entre a ocorréncia de drepanocitose e a endemicidade

de malaria.
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1.6 Modeladores genéticos de variabilidade fenotipica da malaria e da

drepanocitose

Polimorfismos genéticos séo variacdes que ocorrem no DNA e que originam diversidade
genética nas espécies. Uma variante genética é considerada um polimorfismo quando a
sua frequéncia populacional ultrapassa 1% dos alelos presentes na populagdo em estudo
(47). Os Single Nucleotide Polymorphism (SNP), dizem respeito a alteragdes de um sé
nucleotido. Estas variantes pontuais podem ter diversas consequéncias. Quando ocorrem
na regido codificante de um gene e levam a alteracdo de um aminoacido na proteina
denominam-se alterages missense. Por outro lado, se a alteragdo introduz um codéao de
stop prematuro denomina-se de alteragdo nonsense. Neste caso, origina-se uma proteina
truncada com perda da sua funcdo bioloégica ou 0 RNA mensageiro que contém o codédo
de stop prematuro é degradado por um mecanismo de defesa da célula denominado
Nonsense Mediated Decay (NMD), ndo havendo assim sintese da proteina
correspondente (47-49). Outro tipo de variantes genéticas sdo 0s Short Tandem Repeat
(STR), que dizem respeito a pequenas sequéncias nucleotidicas que se repetem em
tandem e que variam em namero no que diz respeito ao motivo de repeticdo (47). Para
além dos acima mencionados, outro tipo de polimorfismo genético corresponde a
delecGes ou insercdes, de tamanho variavel, e que podem afetar a expressdo de um ou

mais genes (47).

Alguns dos polimorfismos referidos podem ser encontrados nos genes da o-globina
(HBA1 e HBA2), nos genes ICAM-1 (intercelular adhesion molecule 1) e CD36 (cluster
of differentiation 36) e tém vindo a ser amplamente estudados, uma vez que variantes
polimorficas ocorridas nestes genes parecem ser relevantes, quer por aumento da
suscetibilidade ou por protecdo a multiplas manifestacGes da malaria e/ou por serem

modificadores de alguns subfenétipos da drepanocitose.

Os genes ICAM-1 e CD36 codificam proteinas de membrana, expressas em inimeras
células humanas (descritas nos pontos 1.6.2 e 1.6.3), que se apresentam como elos de
ligacdo entre os eritrocitos e o endotélio vascular humano através da PFEMP1, de origem
parasitaria (26,50,51). Deste modo, estas moléculas humanas podem ser consideradas
moduladores genéticos da infecdo por P. falciparum. Por outro lado, encontram-se

também associados a manifestacGes de drepanocitose por modificarem a gravidade de
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hemolise e vaso-oclusdo, por exemplo (52,53).
1.6.1 Os genes da a-globina, a a-talassémia e as suas consequéncias

A o-talassémia, hemoglobinopatia quantitativa, resulta de uma sintese diminuida das
cadeias de a-globina. A nivel molecular esta patologia pode resultar de dele¢es totais ou
parciais dos genes a-globina (HBA1 e HBA2). Delegbes que envolvam apenas um gene
a-globina (genotipo -o/aa) sdo geralmente silenciosas ou de expressdo muito ligeira;
qguando envolvem a eliminacdo de dois genes (gendtipos -a/-o. ou --/0r) estao associadas
a fenotipos ligeiros de microcitose e hipocromia, com ou sem anemia, considerados como
a-talassémia. Quando trés genes a-globina estdo afetados (genotipo --/-a) da-se origem a
produgdo de HbH (tetramerizagédo das cadeias B-globina) e surge uma anemia microcitica
e hipocromica de gravidade variavel. A total auséncia de genes a-globina origina a
sindrome da Hb Bart Hydrops Fetalis, incompativel com a vida (Tabela 1.1) (33). A nivel
hematologico/clinico a a-talassémia encontra-se associada a casos de hipocromia (valores
de hemoglobina globular média (HGM) abaixo da referéncia) e microcitose (volume
globular médio (VGM) abaixo do esperado). Para além dessas alteracdes nos eritrocitos,
a diminuicdo do nivel da hemoglobina origina anemia nas situacdes de gravidade

intermédia a grave (32).

Tabela 1.1-Fendtipos e gendtipos das possiveis dele¢des associadas a a-talassemia

Fenotipo da a-talassémia Genotipos a-globinicos

Normal oo/a

Portador silencioso / a-talassémia minor -o/00
-0/-0

o-talassémia
--/ao
Doenca da HbH --/-a
Sindrome da Hb Bart Hydrops Fetalis -~/--

A delecio o-talassémica mais frequente em Africa tem um tamanho de 3,7 kb e ocorre
entre 0 gene HBA2 e o HBAL, dando origem a um gene hibrido funcional (54). Os
portadores desta delecdo que apresentam o genétipo -a/aa ou -o/-o. tém o -talassémia e,
segundo varios estudos, apresentam uma vantagem protetora contra a malaria. Num
estudo de caso-controlo realizado por Allen e colegas, os resultados revelaram uma

vantagem significativa dos individuos homozigéticos para a a*-talassémia em relagao a
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maléria grave comparando com individuos controlo. O mecanismo pelo qual esta
protecdo é conferida pensa-se ser ao nivel da resposta imunitéaria, uma vez que eritrdcitos

o' -talassémicos parasitados sdo mais rapidamente fagocitados por monécitos (55).

Por outro lado, varios estudos apontam o beneficio da co-heranga da a-talassemia com a
drepanocitose, na medida em que esta Ultima parece mitigar algumas das manifestacdes
da drepanocitose (54). Na drepanocitose, em condi¢Oes de desoxigenagdo, ocorre a
polimerizacdo das cadeias HbS no interior do eritrocito o que origina a deformacao da
célula e todas as consequéncias nefastas a ela associadas. Contudo, se coexistir a-
talassémia vai haver um menor nimero de cadeias a-globina disponiveis para a formacéao
do tetrAmero apP>; resultando, assim, numa deficiéncia na sintese de HbS e

consequentemente uma menor taxa de polimerizacao de HbS intraeritrocitaria.

Deste modo, ocorre também a diminuicdo dos efeitos nefastos dessa polimerizacdo e
falciformizacdo, tais como diminuicdo da gravidade da anemia hemolitica, uma vez que

se irdo encontrar em circulacéo eritrdcitos falciformizados em menor namero (56,57).

1.6.2 CD36 — O gene, a proteina e a sua funcio

O gene CD36 codifica uma glicoproteina de membrana expressa em reticuldcitos,
plaquetas, macréfagos, células do endotélio, entre outras e é também recetor da
trombospondina (TSP) humana, uma importante molécula de adesdo. A glicoproteina
CD36 desempenha funcBes ao nivel do metabolismo de acido gordos, metabolismo de
lipidos oxidados de baixa densidade, fagocitose e angiogénese. E uma das moléculas de
adesdo recetoras para a PFEMP1 do P. falciparum, associacdo ja descrita na literatura
(51,58,59).

Em termos estruturais, o gene CD36 é constituido por 15 exdes sendo que destes apenas

do terceiro ao 14° exdo é que se consideram codificantes (Fig.1.7).

CO36 B —— -

1RS48 |t} — -+ -— +——++-+H——IrE

Figura 1.7-Esquema representativo da estrutura do gene CD36 de acordo com a base de dados
NCBI - NG 008192.1. As barras verticais, preenchidas a cor roxa, correspondem aos exdes.
Informacao recolhida a 02/03/2023.

A regido N-terminal da proteina é codificada pelo terceiro exdo e a C-terminal pelo 14°,
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ambas as regides se constituem como transmembranares e citoplasmaticas. E dos genes
que apresenta maior probabilidade de sofrer alteracGes nucleotidicas e apresenta inimeros
locais de splicing alternativo (pelo menos 11 locais de splice junction, que se encontram

em regides perto ou dentro dos exdes) com promotores independentes (60,61).

A proteina codificada pelo gene CD36, apresenta uma estrutura em hairpin e pertence a
superfamilia de recetores que reconhecem padrées moleculares associados a patdgenos
(PAMPs) sendo de igual modo considerada um recetor de tipo B. Ao gene CD36 e
proteina resultante sdo atribuidas diferentes funcdes bioldgicas que, aquando do estudo
da maléria, podem levar a conclusdes contraditorias e a incertezas quanto ao papel deste
gene na suscetibilidade ou protecdo contra as diferentes manifestacGes da infecdo. A
diversidade de resultados e conclus6es podera ser explicada porque a glicoproteina CD36
é expressa em macréfagos, contribuindo para uma melhor adesdo e fagocitose do
eritrocito parasitado. Por outro lado, é também expressa em células do endotélio e
plaquetas, assistindo aos fendmenos de citoadesdo e rosetting beneficiando o parasita
(62).

O local de ligacdo entre a CD36 e a PFEMP1, é uma regido conservada em ambas as
proteinas, isto é, apesar de modifica¢fes que possam ocorrer nestas proteinas, esta regido
mantém-se sempre inalteravel. Na proteina CD36, os locais de ligacdo sdo codificados
pelos aminoécidos (aa) nas posicGes 8 a 21 e 97 a 110, correspondentes no gene,
respetivamente, aos exdes 3 e 5. No entanto o residuo de fenilalanina (aa 153) é apontado
como o local de ligacdo fixo a proteina PFEMP1(Fig.1.8) (63,64).

E\IG('DRXC’(;LIAGA\’IGA\'LA\.T: GGILMPVGDLLIQKTIKKQVVLEEGTIAFKNWVKTGTEVYRQFWIFDVQNPQEV
.‘\I.\ff\'SSNIQ\'KQRGPYTYR\'RI-ETI_AKEI\'\'TQDAEDI:\.AI‘O'I"\'SFLQPNGAIFEPSLS\'GTEADNFT\'I_.\'L.--\\Z—\..‘-\.‘—\SHIYQI\'Q;S
VQMILNSLINKSKSSMFQVRTLRELLWGYRDPFLSLVPYPVITTVGLFYPYNNTADGVYKVFNGKDNISKVAIIDTYK
GKRNLSYWESHCDMINGTDAASFPPFVEKSQVLQFFSSDICRSIYAVFESDVNLKGIPVYRF VLPSKAFASPVENPDNY
CFCTEKIISKNCTSYGVLDISKCKEGRPVYISLPHFLYASPD VSEPIDGLNPNEEEHRTYLDIEPITGFTLQFAKRLQVNL
LVKPSEKIQVLKNLKRNYIVPILWLNETGTIGDEKANMFRSQVTGKINLLGLIEMILLSVGVVMF VAFMISYCACRSK

TIK

Figura 1.8-Sequéncia aminoacidica (452aa) da proteina CD36. Regides destacadas a amarelo
indicam locais de ligacdo a PfEMPI1-codificadas no gene pelo exdo 3 e 5- ¢ o aminoacido
destacado a verde representa o residuo conservado de fenilalanina que estabelece ligagao.
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De igual forma, a PFEMP1 possui também uma regido conservada (comum a todas as
variantes dos var genes que possam ser expressas). Esta regido forma uma bolsa
hidrofébica com a qual o residuo de fenilalanina estabelece ligacdo e que pertence aos
subdominios CIDRa2-6 (Fig.1.9) (24,61,64).

Figura 1.9-Residuo de fenilalanina da proteina CD36 como local conservado de ligagdo a bolsa
hidrofobica, situada no dominio CIDRa2 da proteina PFEMP1. Adaptado de (64).

Em relacdo a drepanocitose, sabe-se que a proteina CD36 é expressa nos eritrocitos em
formacdo, incluindo nos reticuldcitos, sendo perdida apds maturacdo destes em
eritrocitos. A drepanocitose ao provocar um aumento do nivel de hemdlise dos eritrocitos
(hemolise crdnica) leva ao aumento da taxa de eritropoiese por um mecanismo de stresse
hematopoiético. Assim, um maior nimero de reticulécitos circulantes € sinénimo de uma
maior quantidade de células eritrocitarias que expressam CD36 e, consequentemente, de

um aumento do fendmeno de adesdo ao endotélio e vaso-oclusao (49).

Alguns polimorfismos no gene CD36 ja foram descritos como modificadores da
gravidade da hemolise e dos niveis de hemoglobina em doentes drepanociticos. Foi
descrita a associacdo do SNP rs1984112 alelo G, ocorrido na regido promotora do gene
(5"UTR), com o aumento do numero de reticuldcitos, um dos biomarcadores de hemdlise
(52,53). Também o SNP rs1413661_alelo C foi relacionado com baixos niveis de

hemoglobina, o que agrava o estado de anemia (49,65).
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1.6.3 ICAM-1 - O gene, a proteina e a sua funcio

O gene ICAM-1 localiza-se no cromossoma 19 e possui sete exdes (Fig.1.10).

ICAM

HH_pamzaLa | — 3 B BB

Figura 1.10-Esquema representativo da estrutura do gene /CAM-1 de acordo com a base de dados
NCBI- NG 012083.1. As barras verticais, preenchidas a cor roxa, correspondem aos exdes.
Informacao recolhida a 02/03/2023.

Codifica uma glicoproteina de membrana de 532 aminoécidos, que permite a interacdo
célula-célula e possui um papel importante no que toca a processos imunitarios tanto

inatos como adaptativos.

Ao nivel da expressao génica, o gene ICAM-1 é regulado por fatores de transcricdo nos
inmeros locais de ligacdo na regido promotora. E também regulado, através de vias de
transducdo de sinal, por citocinas e por niveis de estimulos especificos, isto é, a expressao

aumenta aquando de processos inflamatdrios e diminui quando o contrario ocorre.

A proteina ICAM-1 é expressa em células endoteliais, células epiteliais e células do
sistema imunitario, evidenciando o importante papel que possui no que diz respeito ao
contacto célula-célula. Para além disso, encontra-se envolvida no processo de
transmigracdo dos leucécitos, na fase crucial de adesdo firme ao endotélio, facilitando

processos de adesdo endotelial (26,66,67).

Esta glicoproteina pertence a superfamilia das imunoglobulinas apresentando cinco
dominios Ig-like extracelulares, codificados do segundo ao sexto ex&o, e um dominio
transmembranar codificado pelo sétimo exdo (quando na sua isoforma acoplada). O gene
pode igualmente dar origem a uma forma soltvel da proteina, resultante de processos de
splicing alternativo e agdo proteolitica por parte de enzimas localizadas na membrana ou
através de enzimas bacterianas (68). A expressdo desta forma soltvel é dependente da

célula em que ocorre a sua expressao ativa (67).
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Esta molécula de adesdo é também recetora humana do rinovirus humano (HRV), do
antigénio macrofagico 1 (Mac-1) e do antigénio associado a funcdo linfocitaria 1 (LFA-
1), cada uma destas estabelecendo ligagdes com dominios extracelulares da proteina
(Fig.1.11).

Membrana Celular

Citoplasma
COOH

Figura 1.11-Representacao esquematica da molécula de ICAM-1 com todos os seus dominios
extracelulares D1 a D5 e cauda citoplasmatica. Os ligandos da molécula estdo representados nos
seus locais de ligacdo, Mac-1, HRV, LFA-1 e Ery (eritrocito infetado). Adaptado de (67).

O primeiro dominio reconhece a PfEMP1, o LFA-1 e HRV e o terceiro dominio

reconhece o0 Mac-1.

Em relagdo a malaria, este recetor humano revela-se importante ndo s6 por reconhecer a
familia PFEMP1, permitindo a citoadesao de eritrocitos parasitados, mas também porque
a proteina ICAM-1, tanto na sua forma acoplada como soluvel, sdo expressas em grandes
quantidades no endotélio cerebral (69). Assim, a associacdo desta proteina ICAM-1 a
malaria cerebral tem sido estudada na tentativa de encontrar uma relagdo entre variantes
genéticas e a suscetibilidade ou protecdo para a maléria cerebral (26). A ligacdo ICAM-1
a PFEMP1 ocorre ao nivel do subdominio DBL reconhecido pelo primeiro dominio da
proteina ICAM-1. Assim, qualquer alteragdo que ocorra ao nivel da sequéncia codificante
do dominio 1 de ICAM-1 ira afetar diretamente a afinidade de ligacdo desta molécula a
proteina virulenta (69,70)

Sendo uma molécula de adesdo com elevada expressdo em células do endotélio, o seu
estudo revela-se importante em relagéo a drepanocitose, uma vez que a obstrucao vascular

é a maior causa de morbilidade e mortalidade desta patologia (52).

Um estudo de Kucukal e colaboradores demonstrou, in vitro, que eritrocitos provenientes

de doentes drepanociticos (HbSS) apresentam maior afinidade para proteina ICAM-1 do
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que eritrocitos com apenas um dos alelos mutados (provenientes de individuos
heterozigoticos, HbAS) ou eritrocitos normais (provenientes de individuos normais,
HbAA), suportando a ideia de que a ICAM-1 esta diretamente relacionada com a maior

adesdo e a ocorréncia de vaso-oclusdo em individuos drepanociticos (71).
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2 Justificacdo e Objetivos

Face as consequéncias tanto da malaria como da drepanocitose, é importante perceber
que influéncia podem as variantes genéticas ter no desenvolvimento destas e em que
medida podem ser consideradas modificadores e biomarcadores genéticos. E, igualmente,
importante perceber qual o papel das variantes genéticas humanas na suscetibilidade para
desenvolver, no caso da maléria, infe¢es mais graves e, por outro lado, desenvolver uma
protecdo contra a infecdo da malaria. A aquisicdo de conhecimentos, neste contexto, pode
colmatar lacunas tanto, nos metodos desenvolvidos para combater a infecdo por P.
falciparum de modo que a terapéutica seja direcionada as células do hospedeiro e ndo do
parasita, por exemplo. Por outro lado, estudar as interagGes celulares na presenca de
drepanocitose pode ser benéfico para melhor entender como mitigar crises de vaso-
oclusdo e ocorréncias de AVCs, as duas principais consequéncias que levam a morte dos

portadores homozigoticos desta mutacéo.

Sendo a maléria considerada um mecanismo de pressao seletiva de variantes polimorficas
nos paises endémicos para a parasitose, e uma vez que estes sdo, igualmente, paises com
elevada prevaléncia da mutacdo drepanocitica é interessante estudar a sua interacdo e
perceber que vantagens/desvantagens a coexisténcia desta parasitose e patologia podem

trazer e poder aplica-los no desenvolvimento de terapéutica.

Com este trabalho pretende-se contribuir para o conhecimento de possiveis interacdes
entre a malaria e a drepanocitose, ambas de elevada prevaléncia, morbilidade e
mortalidade em Africa, mais especificamente em Angola. Para além disso, pretende-se
aumentar a compreensdo de como o background genético dos doentes drepanociticos
pode influenciar a variabilidade dos fenotipos relacionados com a drepanocitose e com

as infecdes por maléria.

A presente dissertacdo tem como objetivos principais a investigagdo da relacdo entre a
variabilidade genética dos genes CD36, ICAM-1 e HBA e a variabilidade fenotipica da
maléria e drepanocitose, assim como o estudo de possiveis interacdes entre as duas

doencas. Neste sentido, foram definidos objetivos especificos:

1) Estudar os genes CD36, ICAM-1 e HBA em DNAs de criangas angolanas com
drepanocitose, recorrendo a metodologias de biologia molecular;

2) Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas das variantes genéticas detetadas;
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3) Determinar a potencial patogenicidade das variantes detetadas, através de estudos
in silico;

4) Investigar uma possivel relacdo entre as variantes genéticas identificadas e 0s
fenotipos (hematoldgico, bioguimico e clinico) apresentados pelas criancas
estudadas, relacionados com a drepanocitose e com infe¢do de maléria;

5) Investigar o papel modulador das variantes genéticas encontradas na interacdo da

drepanocitose com a malaria.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Ktica e consentimento informado

Este estudo inseriu-se no projeto de investigagdo clinica de &mbito mais lato intitulado
“SCAFfoldChild — Sickle Cell Anemia and Fetal Hemoglobin. Genetic modifiers in an
Angolan Children Cohorte” que envolveu o Hospital Pediatrico David Bernardino
(HPDB), em Luanda, o Centro de Investigacdo em Salde de Angola, localizado no
Bengo, a Escola Superior de Tecnologia da Salude de Lisboa (ESTeS-L), o Instituto de
Higiene e Medicina Tropical (IHMT NOVA) e o Instituto Nacional de Salde Doutor
Ricardo Jorge (INSA), Lisboa. Este projeto obteve as devidas aprovacdes pelas comissdes
de ética das instituicdes envolvidas e pelo Ministério da Saude de Angola. Acrescenta-se,
ainda, que a participacdo dos doentes drepanociticos no projeto de investigacdo clinica
foi voluntéaria e que os tutores legais das criancas participantes foram devidamente
esclarecidos sobre 0s objetivos do projeto e assinaram um documento de consentimento

informado (Anexo 1).
3.2 Caraterizacao da amostra
3.2.1 Amostra Populacional

A populacdo estudada envolveu 65 criancas previamente diagnosticadas com
drepanocitose, com uma média de idades de 7 anos (minimo de 3 e maximo de 12 anos),
sendo constituida por 33 (50,8%) individuos do sexo feminino e 32 (49,2%) do sexo
masculino. Estas criancas foram acompanhadas clinicamente, num estudo longitudinal,
pela Dra. Brigida Santos, médica pediatrica, no HPDB em Luanda e no Hospital Geral do
Bengo. Na primeira consulta foi realizado um inquérito de anamnese e recolhidos dados
demogréaficos e clinicos, incluindo a idade e o tipo da primeira manifestacdo
drepanocitica. Para além disso, 0 acompanhante da crianca foi inquirido acerca do

historial de episodios de maléria que, eventualmente, a crianga ja tivesse tido (42).

Ao longo das consultas, programadas semestralmente, foram recolhidos dados clinicos e
hematologicos, tais como: Hb, VGM, HGM, contagem de eritrocitos, reticulocitos e
plaquetas, e numero de episédios de malaria. Todos estes dados foram recolhidos antes

do inicio do tratamento com hidroxiureia (HU).
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Os critérios aplicados para a participacdo no estudo foram:

- Critérios de inclusdo: Criancgas entre os 3 e 0s 12 anos com drepanocitose

confirmada a nivel laboratorial por método de focagem isoelétrica ou

eletroforese de hemoglobinas e posterior confirmagdo molecular.

- Critérios de exclusdo: Transfusdes recentes (nos trés meses anteriores ao

inicio do estudo), administracdo prévia de HU, tuberculose ativa, infecdo por

HIV, neoplasias e evidéncias de disfuncdao medular.

3.2.2 Amostra Bioldgica

Foi colhido, pela Dra. Brigida Santos, sangue periférico em EDTA para a avaliacdo
hematoldgica dos doentes. Posteriormente, foram aplicadas gotas de sangue em guthrie
cards (WHAT10531018 Cartdo 903 Protein Saver) com fim ao seu transporte para o
IHMT NOVA. O DNA humano e do parasita foram extraidos pelo método de Chelex, de

acordo com o protocolo descrito por Plowe et al (72).
3.2.2.1 Analise quantitativa e qualitativa do DNA

A quantificagdo do DNA foi realizada por método espetrofotométrico. Utilizou-se o
equipamento NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific) para determinar a concentragdo
dos DNAs em estudo, em nanogramas por microlitro (ng/ulL), e para avaliar a sua
qualidade. O espetrofotdbmetro NanoDrop One permite quantificar o DNA em volumes
muito pequenos de amostra (1 puL) e indica os racios de pureza, permitindo inferir sobre
a integridade/qualidade da amostra. Desta forma, € realizada uma andlise aos possiveis
contaminantes, solventes e reagentes utilizados num pré-tratamento da amostra, quer
estes sejam proteicos ou outros. A concentracdo do DNA é determinada com base na

equacéo de Beer-Lambert (Fig.3.1), a uma absorvancia de 260 nm.

Os racios de pureza, A260/A280 e A260/A230, sdo calculados apos a leitura das

absorvancias dos acidos nucleicos a 230, 260 e 280 nm (73).
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Valores de A260/A280 entre 1,8 e 2,0 e de A260/A230 entre 2,0 e 2,2 indicam pureza
adequada do DNA, enquanto valores fora destes intervalos indicam a presenca de

contaminantes.

Concentragao do Coeficiente
analito (M) de extingdo

L/

c=A/(EXDb)

I\

Absorvancia Largura da
cuvette

Figura 3.1-Equacao de Beer-Lambert. O céalculo da concentragdo de DNA ¢ realizado de acordo
com a equacdo de Beer-Lambert onde se substitui o valor de absorvancia resultante da leitura, o
coeficiente de extingdo que diz respeito a opacidade do material em leitura (liquido ou sélido) e
a largura da cuvette (se utilizada) na leitura.

33 Desenho experimental e técnicas aplicadas

O desenho experimental deste trabalho foi realizado partindo de conhecimentos e
fundamentos bésicos de biologia e genética molecular e também recorrendo a bibliografia
cientifica procurada em diversas bases de dados, como por exemplo, 0 PubMed. Por outro
lado, foi também projetado com base nos objetivos do projeto de investigacdo. Na tabela
3.1 sdo identificadas as variantes genéticas estudadas, 0s respetivos genes e as
metodologias de genética molecular aplicadas.
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Tabela 3.1-Metodologias aplicadas para o estudo das diversas variantes genéticas analisadas

Gene Identificacio da Variante Genética Metodologia
rs1413661
rs1984112
rs3211891 PCR* + Sequenciagdo de Sanger
1s3211892
CD36
1s3211893
rs3138813 — STR In3(TG)n PCR + Analise de microssatélites
rs3211938
PCR + Sequenciacgdo de Sanger
155491

rs5030352

rs1799969
rs5498

ICAM-1 rs1801714 PCR + Sequenciagdo de Sanger
155496
rs5494
1s5497
HBA a- talassémia (del 3,7kb) Gap-PCR

*PCR - Polymerase Chain Reaction.
3.3.1 Amplifica¢io in vitro de DNA (Polymerase Chain Reaction, PCR)

A Polymerase Chain Reaction (PCR) é uma metodologia que permite a amplificagdo in
vitro de uma sequéncia especifica de DNA. A reacdo depende da a¢do enzimatica de uma
DNA-polimerase (TagDNA polimerase, estavel a temperaturas elevadas) que sintetiza
novas cadeias de DNA partindo de um DNA molde. A atuacdo correta da TagDNA
polimerase depende de um tampéo estabilizador da reacdo, que contém a concentracao
correta de sais e de alguns adjuvantes, tais como, albumina sérica bovina (BSA) e cloreto
de magnésio (MgCl,) (composicdo dos tamp0es e adjuvantes na tabela 7.3, apresentada
no anexo 3). A amplificacdo é também dependente da existéncia, no meio reacional, dos
quatro desoxirribonucleotidos trifosfatados (ANTPs): adenina (A), citosina (C), timina (T)
e guanina (G). Estes sdo ligados entre si, através de ligacdes fosfodiéster, dando origem

as novas cadeias de DNA a partir dos oligonucle6tidos iniciadores, 0s primers.

Os primers sdo sequéncias curtas de DNA, de cadeia simples, especificas para a regido-
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alvo da amplificacdo e que, por isso, determinam o inicio (primer forward, direto ou de

sentido sense) e o fim (primer reverso ou anti-sense) da sequéncia a amplificar (74).

Os programas de PCR caracterizam-se por, geralmente, 30 ciclos sucessivos de aumento
e descida de temperaturas especificas e compreendem algumas etapas obrigatorias: 1)
uma desnaturac¢ao inicial (= 94°C) que permite que cada cadeia de DNA original sirva de
molde para a sintese de novas cadeias e que a regido alvo fique acessivel; 2) hibridagédo
(= 55-65°C) que diz respeito a0 momento de reconhecimento e ligacdo dos primers ao
local alvo; e 3) extensdo da reacdo (72°C) que permite a acdo da TagDNA polimerase e,

portanto, a sintese de novas cadeias de DNA (75).

Neste trabalho, as PCRs, e as metodologias nelas baseadas, foram realizadas no
termociclador T Gradient Thermocycler da marca Biometra. As sequéncias e
caracteristicas dos primers bem como condi¢Ges de PCR e mistura reacional utilizada
para cada regido génica estudada encontram-se descritas nos pontos seguintes (3.3.1.1 a
3.3.2).

A constituicdo das misturas de reacdo para as diversas PCRs realizadas, bem como as
respetivas condicBes reacionais foram, inicialmente, obtidas a partir de bibliografia
cientifica. Contudo, as condi¢bes das reacdes foram otimizadas do ponto de vista
laboratorial e, por vezes, ajustadas as condicGes utilizadas no laboratério. Para além disto,
em todas as PCRs realizadas foi incluido um controlo negativo para monitorizacdo de

contaminacdes e validacdo da técnica.

Em algumas amostras, devido a falta de integridade do DNA original e para que fosse
possivel obter produto amplificado em quantidade suficiente, optou-se por realizar duas
reacOes de PCR consecutivas (equivalente a realizacdo de nested-PCR). Na segunda
reagdo de PCR, o DNA molde consistia na utilizagdo de um pL do produto amplificado
resultante da primeira reacdo de PCR, por vezes diluido a 1:10. Para além disso, optou-

se pela utilizagéo dos primers numa concentragdo de 15 picomoles por pL (pmol/uL).
3.3.1.1 PCRs para o estudo do gene CD36

Nas tabelas seguintes (tabelas 3.2 a 3.11) sdo apresentadas as misturas reacionais
utilizadas nas reacdes de PCR, bem como as condi¢Ges dessas mesmas reag0es, para cada

regido génica estudada, no gene CD36.
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As sequéncias e caracterizagdo dos primers utilizados, para as reagdes de PCR deste gene,

encontram-se descritas na tabela 7.4 e 7.5, presentes no anexo 3.

Tabela 3.2-Mistura de PCR para o estudo da regido promotora do gene CD36
Mistura de PCR

Reagente Volume por reacio (nL)
Tampdo B 22,8
CD36 33137 Fw (25 pmol/uL) 0,5
CD36 33137 Rv (25 pmol/pL) 0,5
Taq AmpliTagq*(5U/uL) 0,2
DNA** 2

*Taq AmpliTag™ da Applied Biosystems;**2 uL de DNA molde contém cerca de 70 ng de DNA.

Tabela 3.3-Condigdes de PCR para o estudo da regido promotora do gene CD36

Fragmento

Condicoes de PCR A liGeanl D),

T (°C) Tempo N° de ciclos
94 10 min x1
94 30 seg
314
56 30 seg x30
72 40 seg
72 10 min x1

Tabela 3.4-Mistura de PCR para o estudo do quinto exdo do gene CD36

Mistura de PCR
Reagente Volume por reacao (pL)

dHO 19,55
Tampao David (10x) 2,5
BSA (10 mg/mL) 0,35
dNTPs (100 mM) 0,5
CD36_Ex5_ Fw (25 pmol/uL) 0,5
CD36_Ex5 Rv (25 pmol/uL) 0,5
Taq AmpliTag* (5U/uL) 0,1
DNA** 2

*Taq AmpliTag™ da Applied Biosystems;**2 pL de DNA molde contém cerca de 70 ng de DNA.
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Tabela 3.5-Condic¢des de PCR para o estudo do quinto exdo do gene CD36

Fragmento

Condicoes de PCR e e 0 ()

T (°C) Tempo N° de ciclos
94 5 min x1
94 45 seg
707
55 45 seg x35
72 35 seg
72 5 min x1

Tabela 3.6-Mistura de PCR para o estudo do décimo exdo do gene CD36

Mistura de PCR
Reagente Volume por reacio (pL)
Tampdo B 234
CD36_SNPex10 Fw (25 pmol/puL) 0,5
CD36_SNPex10_Rv (25 pmol/pL) 0,5
Taq AmpliTag* (5U/uL) 0,1
DNA** 2

*Taq AmpliTag™ da Applied Biosystems;**2 uL. de DNA molde contém cerca de 70 ng de DNA.

Tabela 3.7-Condic6es de PCR para o estudo do décimo exdo do gene CD36

Aot Fragmento
Condigoes de PCR criirg et (i)
T (°C) Tempo N° de ciclos
94 4 min x1
94 45 seg
390

56 45 seg x30

72 45 seg

72 4 min x1

Para analisar o STR In3(TG)n presente no gene CD36, foram realizadas duas reagdes de
PCR distintas para posterior analise por metodologias diferentes. Assim, numa das
reacOes de PCR foram utilizados primers marcados com fluor6foro FAM para que fosse
possivel, posteriormente, realizar a técnica de analise de STRs (descrita no ponto 3.3.5).
Na outra reacdo de PCR foram utilizados primers desenhados no laboratério e ndo
marcados com fluoroforo com o objetivo de posterior analise do produto da amplificacdo

por sequenciacdo de Sanger (descrita no ponto 3.3.4).
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Tabela 3.8-Mistura de PCR para o estudo da variante In3(TG)n no gene CD36, utilizando primers

marcados com FAM
Mistura de PCR

Reagente Volume por reacio (nL)
Tampdo B 23
CD36 _TGn_Fw (25 pmol/pL) 0,5
CD36 _TGn_Rv (25 pmol/uL) 0,5
Taq AmpliTag* (5U/uL) 0,1
DNA** 2

*Taq AmpliTag™ da Applied Biosystems;**2 uL de DNA molde contém cerca de 70 ng de DNA.

Tabela 3.9-Condic6es de PCR para o estudo da variante In3(TG)n no gene CD36, utilizando
primers marcados com FAM

Condicdes de PCR amell'iaﬁgc“alsl;t?pb)
TCO Tempo N de ciclos
94 5 min x1
94 45 seg 20
45 45 seg x38
72 30 seg
72 5 min x1

Tabela 3.10-Mistura de PCR para o estudo da variante In3(TG)n no gene CD36

Mistura de PCR
Reagente Volume por reacio (nL)

dH,O 19,55
Tampao David (10x) 2,5
BSA (10 mg/mL) 0,35
dNTPs (100 mM) 0,5
CD36 IVS3 FW (25 pmol/uL) 0,5
CD36 _IVS3 Rv (25 pmol/uL) 0,5
Taq AmpliTaq* (5U/uL) 0,1
DNA** 2

*Taq AmpliTag™ da Applied Biosystems;**2 ul. de DNA molde contém cerca de 70 ng de DNA.
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Tabela 3.11-Condicdes de PCR para o estudo da variante In3(TG)n no gene CD36

Condicoes de PCR aml;);?f;gclzsgt(()pb)
T (°C) Tempo N° de ciclos
94 5 min x1
94 45 seg
578

53 45 seg x35
72 45 seg

72 5 min x1

3.3.1.2 PCRs para o estudo do gene ICAM-1

As seguintes tabelas (Tabela 3.12 a 3.15) apresentam as misturas reacionais utilizadas nas
reacOes de PCR, bem como as condic¢Ges dessas mesmas reacdes, para cada regido génica

estudada no gene ICAM-1.

As sequéncias e a caracterizacao dos primers utilizados para as reacdes de PCR efetuadas

para o estudo do gene ICAM-1 encontram-se descritas na tabela 7.6, presente no anexo 3.

Tabela 3.12-Mistura de PCR para o estudo do segundo exdo do gene ICAM-1

Mistura de PCR
Reagente Volume por reacao (pL)
Tampao B 23
ICAM1 _K29M Fw (25 pmol/uL) 0,5
ICAM1 _K29M Rv (25 pmol/uL) 0,5
Taq AmpliTaq* (5U/uL) 0,1
DNA** 2

*Taq AmpliTag™ da Applied Biosystems;**2 pL de DNA molde contém cerca de 70 ng de DNA.
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Tabela 3.13-Condic6es de PCR para o estudo do segundo exdo do gene ICAM-1

Condicoes de PCR aml;);iafigclgsgt(opb)
TCO Tempo N° de ciclos
94 5 min x1
94 45 seg e
>4 45 seg x30
72 45 seg
72 5 min x1

Tabela 3.14-Mistura de PCR para o estudo do quarto ao sexto exdo do gene ICAM-1

Mistura de PCR
Reagente Volume por reacio (nL)

dH,O 19,55
Tampao David (x10) 2,5

BSA (10 mg/mL) 0,35
dNTPs (100 mM) 0,5
ICAMI1_G241R _Fw (25 pmol/uL) 0,5
ICAM1 K469E Rv (25 pmol/uL) 0,5
Taq AmpliTag* (5U/uL) 0,1

DNA** 2

*Taq AmpliTag™ da Applied Biosystems;**2 uL de DNA molde contém cerca de 70 ng de DNA.

Tabela 3.15- Condigdes de PCR para o estudo do quarto ao sexto exdo do gene ICAM-1

Condigoes de PCR aml;)li?i?::sgt?pb)
T (°C) Tempo N° de ciclos
94 5 min x1
94 45 seg
1053

62 45 seg x30
72 45 seg

72 5 min x1

3.3.2 Gap-PCR para o estudo dos genes HBA

O Gap-PCR é uma variante da PCR convencional, que se destina ao estudo de sequéncias

de DNA com deleces ou insercdes conhecidas. Esta técnica foi utilizada, neste trabalho,
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para determinar a presenga da delecdo a-talassémica de 3,7kb que envolve ambos os
genes a-globina (HBA2 e HBAL).

Para a sua realizacdo séo utilizados primers que flanqueiam externamente as regides da
delecdo. Geralmente, para a determinacdo do gendtipo de cada amostra sdo realizadas
duas reacdes de PCR utilizando trés primers (um forward e dois reverse), para que se
consiga amplificar tanto os genes normais como o gene hibrido, que advém da presenca
da delecdo, tal como esquematizado na figura 3.2 e descrito por Dodé e seus colegas
(76,77).

1.9 kb 2.1 kb

1.9 kb

Figura 3.2-Representacdo esquematica dos genes HBA2 e HBAI e do gene hibrido resultante da
delegdo talassémica de 3,7kb, bem como dos locais de ligacdo dos primers (C10, C3 e C2). O
gene HBAI esta representado por al (cor laranja), o gene HBA2 esté representado por a2 (cor
azul) e o gene hibrido por 0201 (ambas as cores).

Na realizacdo do Gap-PCR para a pesquisa da dele¢do o-talassémica de 3,7kb sdo
realizadas, geralmente, duas misturas reacionais (mistura | e Il). Estas tém a mesma
constituicdo reacional, contém o mesmo primer Fw mas, cada uma delas, contém um dos

primers reverse (respetivamente, C3 ou C2).

Pela observacdo do esquema apresentado na figura 3.2 é possivel concluir que: 1) na
situagdo normal, ou seja, auséncia de delecdo (ao/aa), ha a amplificagdo de dois
fragmentos com 1,9kb (mistura 1) e 2,1kb (mistura I1); 2) na presenca da delecédo em
homozigotia (-a>” /-a®7) ocorre a amplificagio de um fragmento com 1,9kb (mistura I1)
e auséncia de amplificacdo na mistura I; 3) quando a delecéo se encontra em heterozigotia
(aa /-a>") ha a amplificacdo de fragmento de 1,9kb (mistura I) e de dois fragmentos de
1,9kb e 2,1kb (mistura I1).

Neste trabalho, a metodologia de Gap-PCR para determinar a presenca da delegdo o-
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talassémica de 3,7kb foi apenas realizada para dois dos DNA em estudo, uma vez que 0s
restantes ja tinham sido genotipados pela colega Isabel Germano para realizacdo da
dissertagdo intitulada “Anemia das Células Falciformes - influéncia de fatores genéticos
na gravidade da doenga em idade pediatrica”(49,78). Para além disso, foi apenas realizada
a mistura Il, uma vez que o objetivo era detetar o gene hibrido. A constituicdo desta
mistura reacional encontra-se descrita na tabela 3.16 e as condi¢des da Gap-PCR na tabela
3.17.

As sequéncias e caracterizacdo dos primers utilizados para as reacfes deste Gap-PCR
encontram-se descritas na tabela 7.7, presente no anexo 3.

Tabela 3.16-Mistura Il de Gap-PCR para o estudo da delegdo a-talassémica 3,7kb que afeta os
genes HBA2 e HBA1
Mistura II de Gap-PCR

Reagente Volume por reacio (nL)

dHO 15,3

Tampao a + PME (10x) 2,5

DMSO 2,5

MgCl, (0,1 M) 0,5

BSA (10 mg/mL) 0,4

dNTPs (100 mM) 0,5

C10-A 5'UTR_Fw (25 pmol/uL) 0,5

C2- Al 3'UTR Rv (25 pmol/uL) 0,5

Taq AmpliTaq* (5U/uL) 0,3
DNA** 2

*Taq AmpliTaqTM da Applied Biosystems; **2ul. de DNA molde contém cerca de 70 ng de DNA.
qAmplilaq pp Y =

Tabela 3.17-Condig¢des de Gap-PCR para o estudo da delecdo a-talassémica de 3,7 kb

Condi¢ées de Gap-PCR amllill‘iaﬁgclz(elzt(okb)
TCO Tempo N° de ciclos
94 5 min x1 19
94 1 min
64 1 min x34
72 90 seg 2.1
72 10 min x1
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333 Eletroforese em gel de agarose

Apos cada reacdo de PCR, ou de Gap-PCR, a verificagdo do sucesso da amplificacao foi

realizada por eletroforese em gel de agarose.

A eletroforese é um método de separacdo de moléculas pelo seu peso molecular atraves
da aplicacdo de corrente elétrica. O DNA apresenta carga negativa devido ao grupo
fosfato, desse modo quando Ihe é aplicada uma corrente elétrica/voltagem as moléculas
migram do respetivo ponto de aplicacdo em direcdo ao polo positivo, permitindo uma

separacdo pelo nimero de pares de bases (pb) (79).

Esta técnica requer a utilizacdo de uma tina de eletroforese contendo tampédo
estabilizador, Tris-Borato-EDTA concentrado uma vez (TBE 1x) e que permite a
distribuicdo da corrente elétrica gerada por um equipamento, neste caso pelo Power-Pac
300 da BioRad.

O gel usado na eletroforese, onde se aplicam os produtos resultantes da amplificacéo (8
ul) aos quais ¢é adicionado azul de bromofenol ou loading buffer (5 pL), foi preparado
utilizando agarose, tampao TBE 1xe brometo de etideo (EtBr) (3 uL para 100 mL de gel).
Este ultimo funciona como agente intercalante de marcacdo de &cidos nucleicos, o que

permite a sua visualizacdo sob UV apds eletroforese.

A concentracdo dos diversos geis de agarose efetuados neste estudo, o tipo de agarose e
as condicbes de eletroforese para as varias regides génicas estudadas encontram-se

descritas na tabela 3.18.

Tabela 3.18-Condigdes de gel e eletroforese aplicadas para o estudo das variantes genéticas
estudadas

Regides génicas Gel de agarose  Voltagem e tempo de

1 *
Gene amplificadas Gel/Tipo de Agarose (%, p/v) eletroforese
Exao 2 2% 70V~45min
ICAM-1

Exdo 4 a6 1% 70V~50min
Regido promotora  SeaKem ®LE Agarose 70V~45min
Exao 5 2% 70V~50min

CD36
Exao 10 70V~45min
STR In3(TG)n  NuSieve™ 3:1 Agarose 4% 60V~120min
HBA HBA2 e HBAI SeaKem ®LE Agarose 1% 70V~90min

*Da marca Lonza.
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Para se verificar o tamanho dos produtos de amplificacdo, aplicaram-se nos diversos géis
de agarose e em paralelo com as amostras, marcadores de peso molecular, como o
marcador de 100pb plus DNA Ladder (Bioron) para géis a 2%, marcador 1kb DNA
Ladder (BioLabs) para géis a 1% e 50bp DNA Ladder (Invitrogen) no caso da eletroforese
para o fragmento correspondente ao STR In3(TG)n no gene CD36.

O resultado da eletroforese foi acompanhado de um registo fotogréafico obtido aquando
da exposicao do gel a luz UV em camara Uvitec. Devido a presenca do EtBr, as moléculas
de DNA, tanto das amostras como dos marcadores de peso molecular, apresentam
fluorescéncia o que permite a sua visualizacdo e registo fotografico e consequente

validacao do sucesso da PCR ou Gap-PCR.
334 Sequenciacio de Sanger

A técnica de sequenciacdo de Sanger foi desenvolvida por Sanger e pela sua equipa na
década de 1970 e permite a determinacdo da sequéncia nucleotidica de uma cadeia de
DNA. Atualmente, a metodologia encontra-se automatizada e, neste caso, o principio da
técnica baseia-se na incorporacdo de dNTPs na sintese de uma nova cadeia de DNA e a
incorporacdo aleatoria de didesoxirribonucleotidos trifosfatados (ddNTPs) marcados com
um fluoréforo, que ap6s excitagdo se diferencia na sua cor de emissao, de acordo com o
ddNTP que € incorporado (A, C, T ou G). Os ddNTPs ndo possuem o grupo 3"-OH e
impedem a ligagdo fosfodiéster entre nucledtidos terminando a sintese da cadeia. Desta
forma, a polimerizacdo ocorre até que seja incorporado um ddNTP, resultando na sintese
de cadeias de DNA que diferem em tamanho apenas num nucle6tido entre si (80). Estas
sdo, posteriormente, separadas por capilaridade. Os resultados da sequenciagédo
apresentam-se sob a forma de eletroferogramas que, apos leitura, nos indicam a sequéncia

do fragmento de DNA em analise.

Neste trabalho recorreu-se a técnica de sequenciacdo automatica de Sanger partindo de
DNA amplificado por PCR. Previamente a execuc¢do desta metodologia é necessario
executar um passo de purificacdo dos produtos amplificados, para se obter uma maior

eficiéncia na sequenciagdo.

No processo de purificagéo utilizou-se o kit ExoSAP-IT PCR Product Clean-up (Applied

Biosystems). Este baseia-se na agdo enzimatica conjunta de uma exonuclease | (Exo) e
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de uma fosfatase alcalina (SAP) que hidrolisam primers e dNTPs que ndo foram
incorporados no decorrer da PCR. Assim sendo, ap0s a reacdo de amplificacdo foi
preparada uma mistura contendo 5 uL do DNA amplificado ¢ 2 uL do ExoSAP
(conservado a -20°C), que foi depois submetida a temperatura 6tima de acdo enzimatica,
37°C, por 15 minutos e em seguida a outros 15 minutos de cessacdo da acdo enzimaética,
a 80°C (81). A reacgdo foi executada no termociclador T Gradient Thermocycler da

Biometra.

Os produtos purificados foram de seguida submetidos a sequenciacdo, realizada no
termociclador de acordo com a mistura reacional descrita na tabela 3.19 e as condic¢des
presentes na tabela 3.20. Para tal, 1,5 uL de produto purificado foi adicionado a uma
mistura reacional que continha tampéo Big Dye (tampéo estabilizador da reacdo), o Big
Dye (ambos do kit de terminacdo Big Dye © Terminator V1.1 Cycle Kit da Applied
Biosystems) e o primer forward (utilizado na reacdo PCR) caso o tamanho do fragmento
fosse inferior a cerca de 400pb ou ambos os primers (forward e reverse), em misturas
singulares para cada, caso o fragmento tivesse um tamanho superior a 700 pb. O Big Dye
consiste na solucdo que contém 0s dNTPs e ddNTPs necessarios a sintese das cadeias
(82).

Tabela 3.19-Mistura reacional para a realizagdo da Sequenciac¢do de Sanger
Mistura de Sequenciagao

Volume por reacio

Reagente (uL)
dH>O 5,25
Tampéo Big Dye (5x) 1,75
Primer (2 pmol/uL) 1
Big Dye 0,5

Tabela 3.20-Condic6es de PCR para a realizacdo de Sequenciacdo de Sanger
Condigoes de Sequenciacao

T (°C) Tempo N° de ciclos
96 4 min x1
96 10 seg
55 5 seg x25
60 4 min
60 8 min x1
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Apos a reagdo de sequenciacao, o produto foi submetido a separacdo das cadeias por peso
molecular efetuada em eletroforese por capilaridade no equipamento 3500 Genetic
Analyser, ABI Prism da Applied Biosystems. A separacdo capilar foi realizada na
Unidade de Tecnologia e Inovagédo (UTI) do INSA.

Os eletroferogramas contendo as sequéncias resultantes foram analisados recorrendo ao
software FinchTV v.1.4.0 (Geospiza). Para a analise das sequéncias, para além do uso do
referido software, efetuou-se um BLAST para comparacdo com as RefSeq dos genes

estudados (Tabela 3.21), disponiveis no Ensembl.

Tabela 3.21-Sequéncias RefSeq utilizadas para comparacdo das sequéncias obtidas por
sequenciacdo de Sanger

Gene NG NM NP
ICAM-1 NG _012083.1 NM _000201.3 NP_000192.2
CD36 NG _008192.1 NM_000072.3 NP_000063.2

NG-sequéncia de referéncia com base na regido genémica; NM-sequéncia de referéncia com base no
RNA codificante da proteina; NP—sequéncia de referéncia com base na proteina.

3.3.5 Analise de microssatélites In3(TG)n no gene CD36

Uma das metodologias realizadas para o estudo do microssatélite (TG)n, presente no
terceiro intrdo do gene CD36, consistiu na analise de marcadores STR a partir do produto
amplificado por PCR. Esta técnica permite a determinacdo do numero de repeticdes
dinucleotidicas TG (que podem variar entre oito e 18 repeticdes). Assim, obtém-se
fragmentos amplificados que irdo apresentar tamanhos diferentes consoante o nimero de
repeticdes em cada alelo (por exemplo, 118 bp equivale a 12 repeti¢Ges). Sabendo-se o
tamanho previsto do produto amplificado e comparando com a RefSeq (NM_000072.3),

conclui-se 0 nimero de repeticdes de TG.

A amplificacdo desta regido génica (parte do terceiro intrdo) foi realizada com recurso a
um primer forward marcado com FAM (tabela 7.5, presente no anexo 3), um fluoréforo
que permite a emissdo de fluorescéncia aquando excitacdo, para que fosse possivel a
andlise posterior do fragmento amplificado (condigdes de PCR presentes nas tabelas 3.9
e 3.11).

Apos PCR, 5 pL de cada produto de amplificagdo foi analisado por eletroforese capilar,

no equipamento 3500 Genetic Analyser da Applied Biosystems, e em paralelo, foi
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aplicado um marcador de peso molecular, neste caso o GeneScan TM 500 LIZ® Size
Standard (leitura de 35 a 500 pb) (83). Este marcador molecular foi o adequado ao
tamanho do fragmento alvo e fluordforo utilizado na amplificagéo, a sua migracao gerou
uma reta de calibracdo a partir da qual o software de analise (GeneMapper Software 6)
calculou o peso molecular do produto amplificado. Os resultados s&o apresentados em
forma de picos que indicam o peso do fragmento e a area do pico que é proporcional ao
numero de cépias do DNA com o mesmo peso. A analise de separacdo dos fragmentos

por eletroforese capilar foi realizada na UTI.

Para se confirmar que o tamanho molecular que se associou a um numero de repeticdes
TG era o correto realizou-se a sequenciacao de Sanger em algumas amostras e controlos
normais homozigéticos para um determinado nimero de repeti¢cdes. Contudo, para ser
possivel realizar esta validacdo foi necessario efetuar outra PCR que incluia a regido em
estudo, mas desta vez fazendo uso de primers ndo marcados com FAM. Assim, foram
desenhados novos primers, como abaixo descrito, e as condi¢cdes da PCR utilizadas

encontram-se enumeradas nas tabelas 3.10 e 3.11.

3.3.5.1 Desenho de primers para reagoes PCR que incluem o STR
In3(TG)n

Como foi ja mencionado e apds tentativa de sequenciar os produtos resultantes da PCR,
para amostras homozigdticas quanto ao ndmero de repeticdes TG (no decorrer da
metodologia acima descrita) concluiu-se que o facto do primer forward ser marcado com
FAM resultava em sequéncias com muito ruido, tornando impossivel a leitura e validacao
do tamanho do fragmento em relacdo ao nimero de repeti¢fes. Para resolver este
problema, optou-se pelo desenho de um novo par de primers que permitiram amplificar

um fragmento de 578 pb contendo a regido em apreco.

Para o desenho dos primers recorreu-se ao software Primer Blast Tool do NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

As condicdes pretendidas de funcionamento dos primers foram: a) Tamanho dos primers
entre 18 e 22 nucledtidos, com tamanho 6timo de 20 nucle6tidos; b) Temperatura de
melting entre os 52 e 63°C, com uma temperatura 6tima de 58°C; c) Diferenca maxima

entre as temperaturas de melting de 5°C; d) Conteddo GC entre os 40 e os 60%; €) Um
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tamanho méximo de produto de amplificacdo de 700 pb; f) Um nimero méximo de trés
bases C/G nos altimos cinco nucledtidos na sequéncia a 3". Apds apresentagdo pelo
programa dos pares de primers resultantes, avaliaram-se as caracteristicas de cada par e
submeteu-se o par escolhido a um BLAST para confirmar a sua especificidade para a

regiédo alvo pretendida.
O par de primers desenhado e escolhido foi o seguinte:

Primer forward: 5-TGCAACTCTATATGATGCG-3" e Primer reverse: 5’-
AGCTAATTCGAATAAGCTAGGG-3".

34 Tratamento dos dados in silico

Sendo um dos objetivos deste projeto o estudo de variantes que possam desempenhar um
papel modulador no que toca a suscetibilidade para maléaria e na drepanocitose, era
esperado que a analise de cada variante fosse realizada por forma a averiguar se estas tém
impacto na proteina (variantes localizadas nas sequéncias codificantes dos genes) ou no
splicing (variantes localizadas em intrdes) e que tipo de consequéncia manifestam.
Portanto, para efeitos de estudo in silico das variantes estudadas recorreu-se a ferramentas
bioinforméaticas que permitem avaliar as possiveis consequéncias patogénicas destas

alteracdes.
34.1 varSeak

A ferramenta varSeak (https://varseak.bio/), permitiu a analise do impacto de variantes

ao nivel do splicing. De acordo com a variante a analisar, o varSeak fornece informagéo
quanto a localizac&o dessa mesma variante em relacéo a sequéncia de referéncia (HGVS),
quanto a sua distancia em relagdo aos locais candnicos de splicing e até mesmo se se

configuram locais cripticos de splicing.

Para além disto, permite uma comparacdo exata no que toca a funcionalidade destes
locais, uma vez que calcula as probabilidades de locais de splicing serem funcionais e a
diferenga entre o local de splicing na sequéncia referéncia e no local na sequéncia
variante, respetivamente — score e delta score. Estas informac6es séo apresentadas sob a
forma de esquema das sequéncias onde se apresentam os locais candnicos (aceitadores

ou dadores de splicing), local de Branch point e regido de exclusdo de AG
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(adenina/guanina) (AGEZ). E apresentada também uma tabela, onde se indica a classe de

previsdo da variante em analise, o score e o delta score.

O score diz respeito a probabilidade prevista de um local de splicing ser funcional
(valores positivos) ou ndo (valores negativos), configura valores que podem ir de -100%
a +100%. Locais de splicing com funcionalidade desconhecida admitem um score de 0%.
Por outro lado, o delta score (Ascore) avalia a diferenca entre o score do local de splicing

canonico e o score do local de splicing apresentado na sequéncia variante.

A classe de previsdo de afetacdo do splicing varia de um a cinco, cada classe é
representada por cores diferentes e encontra-se associada a probabilidade de apresentar

um efeito no splicing. Assim, a classe um significa que a variante ndo tem efeito, a classe

dois informa que provavelmente a variante ndo apresenta um efeito, a classe trés informa
que o efeito € desconhecido, a classe quatro € atribuida a variantes que provavelmente
apresentam efeito e, por fim, a classe cinco atribui-se a variantes com efeito claro no

splicing.

O branch point diz respeito a um nucle6tido — adenina (A) - localizado numa regido
localizada entre 18 e 40 nucledtidos a montante da extremidade 3" do intrdo. Este
nucleétido de adenina é seguido de uma sequéncia polipirimidinica e de um dinucleétido
AGa3.

A AGEZ, localiza-se entre o branch point e o local de splicing a 3". E é uma regido
caracterizada pela auséncia do dinucleétido AG, tal como a prdépria identificacdo indica
(84).

3.4.2 PolyPhen-2

O PolyPhen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph?2/) analisa 0 impacto das variantes a

nivel proteico, isto é, prevé o efeito das alteragdes aminoacidicas na funcdo e estabilidade
das proteinas humanas. Esta anélise € realizada com base na estrutura e bioquimica do
aminoacido e com base na sua conservagdo entre as espécies (que possuem homologia
para a proteina em estudo) permitindo estimar a probabilidade de uma alteragdo se
configurar prejudicial. Esta ferramenta aplica-se entdo a variantes que ocorram em
regides codificantes dos genes (exdes) e utiliza-se para avaliar, fundamentalmente,

alteracdes missense.

41


http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/

Materiais € Métodos

O software utiliza dois modelos de analise, HumDiv e HumVar:

i. O modelo HumDiv, é o modelo padréo na avaliacdo de alelos raros e na analise
de selecdo natural. Consiste no conjunto de todos os alelos prejudiciais conhecidos
como causadores de doencas mendelianas humanas. Apresenta ainda as diferencas
entre proteinas humanas e as suas homologas nao prejudiciais, presentes noutros
mamiferos.

ii. O modelo HumVar é o adequado para diagnostico de doencas mendelianas e
requer a distincdo entre mutacBes com efeitos drasticos e outras variantes
humanas. Este modelo vai entdo reunir todas as mutagfes que causam doenca

humana, juntamente com SNPs humanos comuns e ndo prejudiciais.

Aguando da anélise é apresentado ao operador um score que prevé o impacto de uma
substituicdo na estrutura e fungcdo de uma proteina. O score varia entre zero e um, sendo
que entre zero e 0,5 as variantes sdo consideradas como benignas e entre 0,5 e um, séo

consideradas possivelmente prejudiciais (85).
343 SPSS

O software IBM SPSS Statistics 27 utilizou-se para avaliar a possivel associacdo entre 0s
genotipos e os dados clinicos e hematoldgicos da populacdo em estudo. Para tal, foi
construida uma base de dados, no programa Excel, e esta foi exportada e processada no
programa estatistico SPSS. Testou-se primeiramente a distribuicdo das variaveis pelos

testes de normalidade e homogeneidade.

Uma vez que todas as variaveis quantitativas analisadas ndo seguiam uma distribuicao
normal, os testes estatisticos de associacdo realizados posteriormente foram ndo-
paramétricos. Realizou-se o teste de Mann-Whitney-Wilcoxon para avaliar a associagdo
entre duas variaveis e o teste de Kruskal-Wallis para avaliar a associa¢do de mais do que
duas variaveis. No caso do estudo de associacdo entre uma variavel quantitativa e uma
variavel qualitativa recorreram-se a testes de Qui-Quadrado quando todas as frequéncias
esperadas foram superiores a cinco. Quando este pressuposto ndo se verificou, utilizou-
se como alternativa o Teste Exato de Fisher. A significancia estatistica foi atribuida

quando p-value <0,05.
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344 Globin Gene Server, Ithanet, Uniprot, Ensembl e Pubmed

O Globin Gene Server (https://globin.bx.psu.edu/) e 0 Ithanet

(https://www.ithanet.eu/db/ithagenes) sdo duas bases de dados que incidem sobre

sequéncias e variantes de DNA, respetivamente envolvidas na producéo de hemoglobina
ou que dao origem a hemoglobinopatias (quer sejam talassémias ou variantes de

hemoglobina).

A base de dados Uniprot (https://www.uniprot.org/) permite o acesso a informac6es sobre
sequéncias genéticas e proteicas, informacdo em relacdo a modelos funcionais e estrutura
dessas mesmas proteinas. Fornece uma informacdo detalhada de cada molécula. Neste
trabalho foi utilizada para a caracterizacdo dos genes e das proteinas resultantes, CD36 e
ICAM-1.

O Ensembl (https://www.ensembl.org/index.html) é um browser para genomas de

vertebrados. Fornece informacgdes sobre gendmica comparativa, evolucao, variacao de
sequéncias e regulacdo transcricional. Possui anotacdo de genes, permite 0 acesso a

alinhamentos multiplos, contém informacdo sobre doencas e prevé funcdes regulatdrias.

O PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/) apresenta o estado-de-arte de uma

pandplia de tematicas ligadas as ciéncias biomédicas e ciéncias da vida, entre outras.
Apresenta os fundamentos necessarios a compreensdo da tematica e assuntos abordados

neste projeto/dissertacao.
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4 Resultados e Discussao

Os dados hematologicos, bioquimicos e clinicos da populacdo pediatrica, cujos
representantes legais consentiram que participassem no estudo, foram recolhidos em
consulta, protocolada de seis em seis meses ao longo de dois anos, concretizando assim
um estudo longitudinal. Na primeira consulta, foram recolhidos dados demogréaficos
(como idade e sexo) e informacdo retrospetiva, como idade da primeira manifestacao
drepanocitica e nimero de episddios de maléria até ao momento dessa primeira consulta.
Este Gltimo dado foi obtido atraves dos tutores das criancas, sem confirmacdo molecular,

pelo que constitui um dado subjetivo.

Durante as consultas, para além do exame clinico que envolvia a observacao da eventual
presenca de esplenomegalia, hepatomegalia e ictericia, foram recolhidas amostras
bioldgicas (sangue em EDTA) as criangas participantes que se encontravam em periodo
estavel (sem crise drepanocitica). Essas amostras foram utilizadas para a realizacdo da
caracterizacdo dos parametros hematologicos (Hb, VGM, HGM, contagem de eritrécitos,
reticulécitos, leucécitos e plaquetas) e bioquimicos [desidrogenase latica (LDH) e
bilirrubina total]. Posteriormente, e partindo do sangue periférico colhido, foram
aplicadas gotas de sangue nos guthrie cards (ponto 3.2.2 do capitulo Materiais e Métodos)
para posterior detecdo do parasita (por diagnostico molecular por PCR) e extracdo do

DNA humano para a realiza¢do da genotipagem dos genes de interesse por PCR.

Os dados hematolégicos, bioquimicos e clinicos utilizados neste trabalho referem-se aos
que foram recolhidos antes dos participantes iniciarem o tratamento da drepanocitose com
HU.

4.1 Caracterizacio demografica, hematoldgica, bioquimica e clinica da

populacao estudada

A populacdo estudada é constituida por 65 criangas, 33 (50,8%) do sexo feminino e 32
(49,2%) do sexo masculino, com idades compreendidas entre os 3 e 0s 12 anos (média de
7 + 2,8 anos). Todas estas criangas residem em Luanda ou no Bengo, Angola. Uma vez
que ndo foram encontradas diferencas genéticas significativas entre as criancgas residentes

nas diferentes localidades, estas foram tratadas como um todo.
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Todos os participantes apresentam drepanocitose, confirmada através de focagem
isoelétrica ou eletroforese de hemoglobinas, ou seja, sdo homozigoticos para a mutacao
¢.20A>T (rs334) no gene da beta-globina (HBB).

Em média, na populacéo estudada, a primeira manifestacdo drepanocitica revelou-se aos
16 meses de idade. No entanto, a idade da primeira manifestagcdo revelou-se bastante
variavel pois esta tanto foi observada logo aos 2 meses de idade como apenas aos 96
meses (8 anos). A dactilite foi a primeira manifestacdo mais frequente (66,2%), seguida
de crises dolorosas (27,7%) e de anemia (6,2%). Resultados estes expectaveis, uma vez
que a dactilite é, geralmente, a mais precoce e comum manifestacdo nos doentes com

anemia falciforme (37,86).

A drepanocitose caracteriza-se por ser uma anemia hemolitica crénica. Assim, na
drepanocitose ocorre eliminacdo aumentada de eritrocitos (hemolise), tanto a nivel
intravascular como extravascular (86). Esta Ultima afeta especialmente alguns 6rgaos
como o baco e o figado, originando, respetivamente, esplenomegalia e hepatomegalia.
Para além disso, a taxa elevada de hemolise intravascular origina aumento da bilirrubina
sérica e a consequente deposicdo em tecidos e observacao de ictericia (pele e olhos de cor
amarelada). Estes indicadores clinicos de hemdlise anormalmente elevada foram
observados nos nossos participantes. No final do estudo longitudinal concluiu-se que das
65 criancas, nove (13,8%) apresentaram esplenomegalia, 27 (41,5%) hepatomegalia e 32
(49,2%) ictericia. De entre as criancas que apresentaram ictericia, em 31 esta foi

classificada, pela pediatra, como ligeira a moderada e numa como intensa.

Uma outra consequéncia da hemolise aumentada pode ser observada a nivel
hematoldgico, pela presenca de anemia (baixa concentracdo de hemoglobina) e
diminuicdo da concentracdo de eritrocitos no sangue. Estes fendtipos andmalos foram

observados e encontram-se apresentados na tabela 4.1.
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Tabela 4.1-Estatistica descritiva dos parametros demograficos, hematoldgicos e bioquimicos da
populagdo em estudo

N* Minimo Maximo Mediana Meédia []))aej:;(;
Idade ao iI(l;fl%l:)ll‘ o estudo 65 3 12 6 7 2.8
e 62 s 001
Hb (g/dL) 65 5,5 9,9 7,2 73 0,9
VGM (fL) 65 60,3 97,3 78,3 77,6 7,2
HGM (pg) 65 18,8 30,6 25,8 25,6 2,6
Eritrocitos (x10'*/L) 65 2,1 4,8 2,8 2,9 0,5
Reticuldcitos (%) 65 3,1 25,6 9,6 10,0 3,8
Plaquetas (x10°%/L) 65 171,2 770,7 451 4441 152,6
Leucécitos (x10%/L) 65 7,2 29,7 13,2 13,9 43
LDH (U/L) 57 246 683 424 428 123
Bilirrubina Total (mg/dL) 63 0,2 5,1 1,1 1,3 0,9

*N=numero de doentes analisados em cada parametro.

Sendo a nossa populacdo de estudo constituida por criancas em idade pediatrica seria
importante confrontar os dados hematoldgicos com valores de referéncia para uma
populacdo pediatrica de preferéncia angolana, no entanto estes valores ndo se encontram
estipulados. Dada esta lacuna os dados hematoldgicos apresentados na tabela 4.1 foram
confrontados com o descrito como referéncia para a populacdo portuguesa em geral,
numa faixa etaria semelhante. Foram usados os valores de referéncia publicados na

Norma n° 063/2011 da Direcdo-Geral de Saude (DGS), apresentados no anexo 4.

Assim, todas as criancas analisadas apresentam anemia, pois os niveis de Hb observados
(o valor maximo é de 9,9 g/dL) encontram-se bastante abaixo dos considerados no

intervalo de referéncia na referida norma (11-14 g/dL, na idade dos 6 meses aos 11 anos).

Todas as criangas apresentam baixa contagem de eritrocitos (média de 2,9 + 0,5 x10%?/L)
guando este parametro é confrontado com o intervalo de referéncia publicado na referida

norma (3,80-5,40 x10%?/L, na idade dos 6 meses aos 11 anos).

Assim podemos concluir, tal como esperado para doentes drepanociticos, que as criangas
estudadas apresentam anemia, que é observada pelo nivel baixo de Hb assim como pela

baixa contagem de eritrocitos.
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No que toca aos indices hematimétricos, a populacao estudada apresenta um valor médio
de HGM (25,6 = 2,6 pg) abaixo do esperado, quando confrontado com o intervalo de
referéncia da norma da DGS, 26,0 a 34,0 pg, para uma idade superior a 5 anos. Este valor
é sugestivo da presenca de uma hipocromia (geralmente, caracterizada por valores
inferiores a 27 pg). A hipocromia é uma consequéncia hematoldgica comum em doentes
portadores de talassémia, podendo aqui ser justificada pela elevada co-heranga de a-
talassémia, nomeadamente da delecédo de 3,7kb nos genes HBA2 e HBA1 (33). O estudo
desta populacao relativamente a presenca e frequéncia da delecdo a-talassémica sera

abordado no ponto 4.2.

Contrariamente aos valores da HGM, o valor médio do VGM (77,6 + 7,2 fL) para a
populacdo estudada encontra-se inserido no intervalo de valores de referéncia (entre 72,0
e 86,6 fL) para uma populacdo pediatrica com idades entre os 6 meses e 0s 11 anos
(estipulado pela DGS). No entanto, o valor do VGM minimo determinado para a
populacdo estudada é de 60,3 fL, este abaixo do valor minimo de referéncia. Valores
abaixo dos 70 fL sdo associados a microcitose, fenotipo este que podera estar relacionado
com talassémia. Assim, os valores mais baixos de VGM poderdo ser justificados, tal como

para 0 HGM, pela co-heranca de a-talassémia.

A populacdo estudada apresenta um elevado numero de reticuldcitos (10,0 + 3,8%). O
namero de reticuldcitos € um biomarcador indireto de hemélise, desta forma podemos
concluir que nesta populacdo existe uma anemia hemolitica, tal como esperado para uma
populacdo de doentes drepanociticos e coerentemente com o observado clinicamente
(esplenomegalia, hepatomegalia e ictericia). Para além disso, podemos afirmar que ha
uma resposta da medula déssea a anemia pois observa-se um aumento da taxa de
eritropoiese libertando um maior nimero de reticulécitos (eritrécitos imaturos) para a

corrente sangu inea.

A nossa populagdo apresenta, em media, uma contagem elevada de plaquetas (444,1 +
152,6 x10%L) e de leucdcitos (13,9 + 4,3 x10%L), quando comparadas com os intervalos
de referéncia descritos na referida norma (respetivamente, 140-440 x10%L na idade
superior a dois meses; e 4,5-13,0 x10%L, na faixa etaria entre os 5 e os 11 anos). Os
valores elevados de plaquetas e leucdcitos podem dever-se a processos inflamatorios, uma

vez que a drepanocitose € caracterizada por uma inflamacao cronica conjuntamente com
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a anemia hemolitica. Por outro lado, as plaquetas e os leucdcitos, sdo constituintes

celulares associados & vaso-oclusdo, muito comum na drepanocitose (36).

Quanto aos biomarcadores da hemdlise, LDH e bilirrubina total, os valores determinados
para a populacdo estudada foram comparados com os valores de referéncia estipulados
pela Roche Diagnostics GmbH, os quais consideram que um valor de LDH superior a 332
U/L e um valor de bilirrubina total superior a 1,1 mg/dL s&o indicadores de hemdlise
grave, em doentes em idade pediatrica até aos 12 anos (87). Assim sendo, a populagédo
estudada apresenta valores médios para esses parametros (LDH = 428 + 123 U/L e
bilirrubina total = 1,3 + 0,9 mg/dL) que caracterizam a ocorréncia de hemdlise grave,
como seria esperado sendo uma populacdo drepanocitica caracterizada por anemia

hemolitica, tal como foi ja mencionado.

Um estudo de Silva. et al reuniu dados demograficos, clinicos, hematoldgicos e
bioguimicos de 70 criancas drepanociticas numa faixa etaria semelhante a da populagéo
aqui estudada (3 aos 16 anos), residentes em Portugal, mais precisamente, na area
metropolitana de Lisboa, mas com ancestralidade Africana (na sua maioria, com
progenitores provenientes de Angola) (88). Relativamente aos parametros hematoldgicos,
como Hb e contagem de eritrécitos, a nossa populacéo estudada neste trabalho apresenta
valores inferiores aos determinados para a populacéo apresentada no referido artigo: Hb
= 7,3 versus 8,0 g/dL e nimero de eritrocitos = 2,9 versus 3,0 x10*?/L. O mesmo sucede
ao compararmos os valores dos indices hematimétricos determinados na nossa populagédo
versus o descrito por Silva et al: VGM = 77,6 versus 81,3 fL e HGM = 25,6 versus 26,9
pg. Assim, podemos concluir que a nossa populacdo de estudo, residente em Angola,
apresenta uma anemia mais acentuada, mais microcitica e mais hipocromica do que uma
populagéo de criancas residentes em Portugal com a mesma patologia. Estas diferencas
entre duas populagdes drepanociticas dentro de uma mesma faixa etaria podem ser
atribuidas a fatores ambientais. A escassez de alimentos que fornecam as quantidades
necessarias de ferro, por exemplo, podem levar ao agravamento da anemia na populacao
que reside em Angola, para além disto, a caréncia de ferro pode dever-se igualmente a
permanente exposi¢do a coinfeccdes por parasitas, como por exemplo, o parasita da
especie P. falciparum, agente etiologico da malaria. Este ultimo metaboliza o ferro
presente nos eritrocitos em cristais de hemozoina, agravando a caréncia de ferro dos

doentes anémicos e drepanociticos (89). Também o acesso facilitado a cuidados médicos
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e de salde e acompanhamento por parte de profissionais podera ter um impacto no
tratamento da anemia e até mesmo da drepanocitose no que toca as criangas residentes

em Lisboa, melhorando o quadro clinico e os valores hematologicos dos doentes.

Por outro lado, a populacdo estudada no presente estudo apresenta, em média, valores
mais elevados de contagem de plaquetas e leucécitos do que a populacdo de ascendéncia
africana residente em Lisboa, descrita por Silva et al: plaquetas = 444,1 versus 404,1
x10%L e leucdcitos = 13,9 versus 12,6 x10%L (88). Sendo estes parametros
hematoldgicos associados a processos inflamatdérios como foi j& mencionado, pode-se
prever que estes valores derivem, ndo apenas da inflamagdo crénica que caracteriza a
drepanocitose, mas também de respostas do sistema imunitario a coinfeccGes. A
populacdo pediatrica residente em Angola encontra-se frequentemente exposta a infecdes
parasitarias, ndo so de infecGes por malaria, mas também por outras doencas tropicais
(como esquistossomose e filarioses, por exemplo). Para além disso encontra-se também
sujeita a uma elevada taxa de coinfeccdo por HIV e tuberculose (90). Encontram-se,
portanto, mais suscetiveis a um agravamento das respostas inflamatorias, o que justifica

os elevados valores de plaquetas e leucocitos.
4.2 Co-heranca de a-talassémia

O diagnostico da presenca da delecdo talassémica de 3,7kb, que abrange parcialmente os
genes HBA2 e HBAL, foi realizado atraves da técnica de Gap-PCR, tal como descrito no

ponto 3.3.2 do capitulo Materiais e Métodos.

A genotipagem desta delecdo nos DNAs em estudo foi executada previamente, no ambito
da dissertacdo da colega Isabel Germano (78). Os resultados por ela obtidos foram, no
presente projeto, adequados aos objetivos propostos e tratados estatisticamente. E
também importante mencionar que para dois DNAs ndo houve sucesso ao realizar a

técnica de diagndstico da delecédo talassémica em causa.

Assim das 63 criancas estudadas com sucesso, 17 (27,0%) apresentam o gendtipo wild-
type (co/aa; auséncia da delecédo), 40 (63,5%) apresentam a delecdo em heterozigotia (oo
l-a®7) e seis (9,5%) apresentam a delegdo em homozigotia (-a>’ /-a®"). Na figura 4.1

encontram-se representados graficamente estes resultados.
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W oa/oa
moaa/-a3,7

-a3,7 /-a3,7

Figura 4.1-Representacdo grafica da frequéncia dos gendtipos referentes a delecdo a-talassémica
de 3,7kb na populagdo drepanocitica analisada (n=63).

Observa-se nesta populagdo pediatrica, com drepanocitose, que a a-talassémia é muito
prevalente, uma vez que 46 (73,0%) participantes apresentam pelo menos um alelo com
a delecdo de 3,7kb. A frequéncia alélica para -o>’ revelou-se ser de 41,3% (52 alelos

apresentam a delecdo e 74 sdo normais).

Através do célculo do equilibrio de Hardy-Weinberg (HW), pode-se concluir que a
proporgdo dos diferentes genotipos referentes a delegdo a-talassémica de 3,7kb ndo se
encontra em equilibrio [%? gi=1, n=63) = 6,04; p=0,0139]. Seria de esperar que o nimero de
doentes com o genotipo heterozigético (aa /-o>") fosse menor, pois o niimero observado
foi igual a 40 e o numero de doentes esperado era de 30,5 (de acordo com o célculo do
equilibrio de HW). Este resultado poderéa ser devido a dimensdo reduzida da amostra ou
a um efeito de selecdo positiva da delecdo em heterozigotia, para a populacdo
drepanocitica estudada. No sentido de esclarecer este assunto, pretendeu-se comparar 0s

nossos resultados com outros reportados na literatura.

Estes resultados de elevada prevaléncia de a-talassémia conjuntamente com a
drepanocitose eram esperados, uma vez que a nossa populacao estudada é de ascendéncia
africana e residente em Africa, continente este com elevada frequéncia do alelo mutado
resultante da delecéo talassémica. Na literatura encontra-se reportado que, pelo menos,
30,0% das populagdes de doentes com drepanocitose apresentem as mutagdes -
talassémicas (pelo menos um dos alelos mutados para esta hemoglobinopatia) (91). Para
além disto sabe-se que a presenca de pelo menos um dos alelos mutados em paises

tropicais pode ser igual ou superior a 80,0% (92).

Um estudo de Olatunya et al que incidiu sobre uma populacdo de 100 criancas e

adolescentes drepanociticos (com idades entre 0s 2 e 0s 21 anos € uma média de 9 anos)
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e de origem nigeriana, concluiu que destes 34 (34,0%) eram heterozigoticos para a
mutacéo -a>’ e sete (7,0%) eram homozigdticos (93).

Noutro estudo que envolveu 81 criangas drepanociticas, com uma faixa etaria semelhante
a da populacéo estudada, de ascendéncia africana mas residentes em Lisboa [estudo este
ainda ndo publicado mas englobado no projeto que deu origem ao artigo j& mencionado
de Silva et al (88)] concluiu-se que 46 (56,8%) apresentavam o gendtipo wild-type para
a delegdo o-talassémica de 3,7kb, enquanto 30 (37,0%) apresentavam o gendtipo
heterozig6tico para a mutacao e cinco (6,2%) tratavam-se de doentes homozigéticos para

a delecéo.

Na figura 4.2 pode-se observar a diferenga entre 0 nimero de participantes drepanociticos
que apresentam cada genotipo para a delecao talassémica de 3,7kb nas trés populacdes
com drepanocitose acima mencionadas, a angolana analisada neste estudo, a nigeriana

estudada no artigo de Olatunya et al (93) e a de ascendéncia africana residente em Lisboa.

70,0% 63,5%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%

58,0% 56,8%

9,5% 7.0% 6,2%

Populagéo drepanocitica Populagdo drepanocitica  Populacéo drepanocitica
Angolana Nigeriana residente em Lisboa e com
ascendéncia africana
Hoo/oo Moo /-03,7 ©-a3,7 /-a3,7
Figura 4.2-Representagdo grafica das frequéncias dos genoétipos relativos a delegdo de 3,7kb
ocorrida nos genes HBA2 e HBA 1 na populagdo drepanocitica angolana analisada no nosso estudo,
na populacdo drepanocitica nigeriana visada no artigo de Olatunya et al. (93) e na populacdo

drepanocitica residente em Lisboa e com ascendéncia africana referida no artigo de Silva et al
(88).

Tanto a populacdo drepanocitica nigeriana, estudada no artigo de Olatunya et al, como a
populacdo drepanocitica residente em Lisboa apresentam uma maior frequéncia do
genotipo wild-type em a-globina em comparagdo com a nossa populacdo angolana
(respetivamente, 58,0% e 56,8% versus 27,0%). O contrario ocorre quando Sao

comparados 0s numeros referentes ao genotipo heterozigdtico para a delecao talassemica:
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na nossa populacdo observa-se em 63,5% dos participantes, enquanto na populagdo
nigeriana em 34,0% e na populacéo drepanocitica residente em Lisboa e com ascendéncia

africana em 37,0%.

Relativamente ao nimero de participantes homozigéticos (-a®’ /-a®"), as trés populagbes
apresentam semelhancas, sendo que na nossa populacao estudada 9,5% dos participantes
s8o homozigdticos, na populacdo nigeriana estes representam 7,0% e na populacéo

residente em Lisboa representam 6,2% dos doentes.

No caso da populacdo drepanocitica nigeriana, a proporcao entre os diversos genotipos
referentes a delegdo a-talassémica de 3,7kb encontra-se em equilibrio de HW [y (gi=1,
n=100) = 0,42; p=0,518]. Também para a populacdo de ascendéncia africana e residente em

Lisboa, 0 mesmo ¢ verificado [y?gi=1, N=61) = 0,001; p=0,971].

No entanto, pode-se afirmar que todas as populacbes mencionadas (drepanocitica
angolana, nigeriana e residente em Lisboa, mas com ascendéncia africana) vao ao
encontro da frequéncia alélica (do alelo mutado -o®") reportada na literatura para
populacdes drepanociticas (respetivamente, 41,3%, 24,0% e 24,7%). Como foi ja
mencionado, é estimado que pelo menos cerca de 30% das populacGes drepanociticas

apresentem, pelo menos, um dos alelos mutados pela delecéo talassémica de 3,7kb (91).

Assim, fica por explicar a discrepancia entre a frequéncia dos gendtipos da a-globina
entre as trés populacdes de criangas com drepanocitose referidas. Uma das razbes podera

ser 0 pequeno nimero da amostra nos trés estudos.

Sabe-se que, em termos gerais, a co-heranga da a-talassémia é benéfica para os doentes
com drepanocitose (54,94). No entanto, sao poucos os estudos epidemiolégicos e clinicos
publicados que se foquem no estudo da co-heranga da a-talassémia (delecdo de 3,7kb)
em populacdes pediatricas com essa patologia. Os estudos abordados apresentam um
namero de participantes reduzido o que implica elevada incerteza na determinagdo das
frequéncias alélicas e genotipicas e em relacdo a observagdo da vantagem/desvantagem
desta co-heranga. Assim, deveriam ser realizadas mais investigagdes neste &mbito, com

um maior nimero de amostra populacional, para ser possivel esclarecer este assunto.
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4.3 Pesquisa e caraterizacio de variantes nos genes CD36 e ICAM-1 na
populacio drepanocitica

O estudo genético efetuado nos genes CD36 e ICAM-1 foi executado através da técnica

de PCR, sequenciacdo de Sanger e analise de microssatélites, tal como se encontra

descrito, respetivamente, nos pontos 3.3.1., 3.3.4 e 3.3.5 (Materiais e Métodos).

No estudo do gene CD36 foram analisadas as regides consideradas de maior interesse:
regido promotora, intrfes trés, quatro e cinco, e exao dez. No estudo do gene ICAM-1
foram analisados os exdes dois, quatro, cinco e seis, e 0s intrdes dois e cinco. A anélise
das respetivas sequéncias permitiu detetar 15 variantes diferentes apresentadas nas tabelas
42¢e4.3.

Tabela 4.2-Variantes genéticas detetadas no gene CD36 na populacdo drepanocitica em estudo

Regi&o no - Nomenclatura HGVS** .
Gene Gene ID Gendmica Genética Proteica Tipo
n.230+1122
rs1984112 9'8?&12604 5 - Intrénica
Promotor AC>_G
stazeer 99017 4411308 : Intronica
G>C
g.80647283_80
Intrio 3 rs3138813 647284 In3(TG)n - ShogeTZ‘g?em
CD36 ins(TG)n P
0.80661032 c.282- -
rs3211891 T>C 31T>C - Intronica
Intrdo 4 Splice
rs3211892 g'B%EéOSS 1002Ag>2G - polypyrimidin
e tract variant
Intrdo 5 rs3211893 9'8(3'555(1:212 €.429+2T>C - Intrénica
0.80671133 p.Tyr325 Nonsense/

Exéo 10 rs3211938 c.975T>G

T>G * stop gained
*1D, identificagdo; **HGVS, nomenclatura de acordo com a Human Genome Variation Society.
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Tabela 4.3-Variantes genéticas detetadas no gene ICAM-1 na populacdo drepanocitica em estudo

Regido Nomenclatura HGVS**

Gene no Gene ID* Genbmica Genética Proteica Tipo

Exdo 2 rs5491 9'10:21'_864 ;13_7 p.Lys56Met Missense
Intréo 2 rs5030352 9'1%23(53067 C'3C3>1539 - Intronica
o 4 rs1799969 g.l()éfillG CG7>2A% p.Gly241Arg Missense

rs5494 9-10284241 c846 p.Asp282= Sinénima

ICAM-1 g 10C2?31532 cC13;5 .

Exdo 5 rs1801714 ' CcsT C>T p.Pro352Leu Missense
Intrdo 5 rs5496 g'l(gfiﬁl C'léiklz - Intronica
o 6 rs5497 g'l(gffgz Céliio p.Arg397GIn Missense

rs5498 g.l(')fngOT C;:'gs p.Lys469Glu Missense

*ID, identificagdo; **HGVS, nomenclatura de acordo com a Human Genome Variation Society.

O nudmero de casos detetados na populacdo estudada, bem como as frequéncias
genotipicas e alélicas para cada variante, encontram-se apresentadas na tabela 4.4 para as
variantes detetadas no gene CD36 e na tabela 4.5 para as variantes detetadas no gene

ICAM-1.

Tabela 4.4-Variantes detetadas no gene CD36 e respetivas frequéncias genotipicas e alélicas, na
populagdo estudada

Gendtipos Alelos
Gene Variante genética N° de casos Frequéncia genotipica  Frequéncia alélica
detetados (%) (%)
C.-184+11225A>G ﬁé - 2? ig A-T746
(rs1984112) GG-3 46 G-254
c.-184+11308G>C gg_';; 542'63 G-308
(rs1413661) CC-28 430 C-69,2
€.282-31T>C Ig - ‘112 ;gg T-854
(rs3211891) ; C-146
CC-3 5,0
CD36 AA-8 12,3

€.282-10A>G AG - 19 29’2 A-269
(rs3211892) GG - 38 585 G-731
C.429+2T>C TTTC'_GSO i2,63 T-946

(rs3211893) cC-2 30 C-54
TT - 48 74,0 T-86.9
€.975T>G (rs3211938) TG - 17 26,0 G- 13‘0

GG-0 0 '

Os valores a negrito representam casos em que a frequéncia alélica do alelo variante é superior a do alelo
wild-type.
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No caso das variantes encontradas no gene CD36, pode-se constatar que as variantes para
as quais o alelo variante apresenta uma frequéncia alélica superior ao alelo wild-type séo
a rs1413661 e a rs3211892. No caso da variante rs1413661, a maioria da populagéo
estudada revelou um genotipo heterozigético (GC), 52,3%, enquanto no caso da variante
rs3211892, a maioria da populagdo apresentou um genotipo homozigético para o alelo
variante (GG), 58,5%.

Tabela 4.5-Variantes detetadas no gene /CAM-1 e respetivas frequéncias genotipicas ¢ alélicas,
na popula¢do estudada

. Gendtipos Alelos
Gene Var[apte Frequéncia genotipica Frequéncia alélica
genética N° de casos detetados 0 0
(%) (%)
C.167AST AA-33 508 A-708
(rs5491) AT - 26 400 T-292
TT-6 9,2 '
¢.331+39C>G CchZo4 32 5 C-187
(rs5030352) GG - 41 63.0 G-813
C.721G>A
(rs1799969) GG - 65 100 G - 100
¢.846C>T cc-sl 78,5 C-885
(rs5494) cr-13 20,0 T-115
TT-1 15 '
ICAM-L ¢ 10s50>T e 0 C-985
(rs1801714) -0 5 T-15
c.1181-12 oo o2 G-923
G>A (rs5496) AA -1 15 A-77
¢.1190G>A GG - 52 80,0 G-90
(rs5497) GA-13 20,0 A-10
AA-0 0
c.1405A>G iAG'_SgS ?g’; A-915
(rs5498) A 15 G-85
Os valores a negrito representam casos em que a frequéncia alélica do alelo variante é superior a do alelo
wild-type.

No caso das variantes encontradas no gene ICAM-1, a variante rs5030352 revelou para
além de uma frequéncia do alelo variante superior ao alelo wild-type (81,30% versus
18,70%), uma frequéncia genotipica nula para o alelo wild-type em homozigotia. Ainda
sobre a variante rs5030352, a frequéncia do gendtipo com o alelo variante em
homozigotia (GG), 62,5%, representa a maioria da populacdo estudada.

Em nenhum dos doentes estudados foi detetada a alteracdo ¢.721G>A (rs1799969). Esta

observagao vai ao encontro do que se encontra descrito pelo Ensembl (1000 Genomes
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Project Phase 3), onde a frequéncia do alelo variante é de apenas 1,0% para a populacao
africana em geral e para a populacao ioruba a frequéncia é nula.

Pretendeu-se investigar se as frequéncias genotipicas observadas na nossa populacao
drepanocitica angolana seriam semelhantes as descritas para a populacdo africana em
geral e para a populacdo ioruba (no caso destas duas Ultimas, recorrendo aos dados
presentes no Ensembl, fornecidos pelo 1000 Genomes Project Phase 3). Foi usado o
modelo dominante que confronta as frequéncias dos gendtipos que contém a variante com
a frequéncia do genotipo wild-type. A analise estatistica de comparacdo das referidas
frequéncias permitiu observar que as variantes cujas frequéncias genotipicas diferem
significativamente entre a nossa populacdo de estudo e pelo menos uma das outras
populacdes analisadas séo a rs3211891 e a rs3211938, no gene CD36, e a rs5030352 e a

rs5497, no gene ICAM-1, tal como se encontra apresentado nas tabelas 4.6 e 4.7.

Tabela 4.6-Variantes genéticas cujas frequéncias genotipicas diferem entre a populagdo
drepanocitica estudada (angolana) e a populacédo africana em geral
Frequéncia (%)

Gene 1D Genotipos* Populacéo Populagéo valuex**
Estudada Africana** P

TT 75 88

CD36 rs3211891 TC+CC 25 12 0,028
GG 80 93

rs5497 GA+AA 20 7 0,012
ICAM-1 cC 0 7

rs5030352 CG+GG 100 93 0,014

A negrito apresentam-se os valores de p que se revelaram estatisticamente significativos. *De acordo com
0 modelo dominante;**Dados apresentados no Ensembl, consultado a 5/2/2023; ***Teste exato de Fisher.

Tabela 4.7-Variantes genéticas cujas frequéncias genotipicas diferem entre a populagdo
drepanocitica estudada (angolana) e a populagédo ioruba
Frequéncia (%)

Gene 1D Genotipos * Populacédo Populagédo _valuere
Estudada loruba** P
TT 74 52
rs3211938 TG+GG 26 48 0,002
D36 T 75 93
rs3211891 TCHCC 25 7 <0,001
GG 80 93
rs5497 GALAA 20 7 0,012
ICAM-1 cc 0 12
rs5030352 CG+GG 100 38 <0,001

A negrito apresentam-se os valores de p que se revelaram estatisticamente significativos. *De acordo com
0 modelo dominante;**Dados apresentados no Ensembl, consultado a 5/2/2023; ***Teste exato de Fisher.
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Assim, apesar de terem sido detetadas na nossa populacdo drepanocitica angolana, 15
variantes diferentes nos dois genes em andlise, verificou-se que apenas quatro diferiam
significativamente, em termos de frequéncias genotipicas, entre a nossa populacao e a
populacéo africana ou a populacgéo ioruba. Este facto foi considerado relevante para serem
estas variantes as selecionadas para um estudo mais aprofundado, como a seguir se
descreve. Por outro lado, optou-se também por efetuar um estudo mais aprofundado para
as variantes que apresentam elevada frequéncia em populacdes de ascendéncia africana,
como a rs5491 e, do mesmo modo, a variantes que podem revelar um impacto

significativo na expressdo dos genes estudados, rs3138813, rs1984112 e rs1413661.

4.3.1 Variantes genéticas detetadas no gene CD36
4.3.1.1 Variante CD36: ¢.975T>G; (p.Tyr325%)

A variante CD36: c.975T>G (rs3211938) traduz-se na alteracdo de uma timina (T) por
uma guanina (G) no 975° nucledtido da regido codificante do referido gene (Fig.4.3).
Ocorre no décimo exao do gene e resulta na alteracdo de TAT>TAG, ou seja, no ganho de

um codao de stop prematuro no mRNA.

|
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Figura 4.3-Resultado parcial da sequenciagdo de Sanger do décimo exdo do gene CD36
revelando a alterag¢do ¢.975T>G em heterozigotia.

Este mRNA contendo um coddo de stop prematuro dé origem a uma proteina truncada
que ¢ eliminada apo6s a sintese (95). Assim, ocorre uma perda quantitativa de fungdo da
proteina, ou seja, uma deficiéncia em CD36 do tipo I, caracterizada por auséncia de
expressao em células como plaquetas, mondcitos e macréfagos (62,96,97). Esta

deficiéncia apenas € notoria quando o alelo variante se encontra em homozigotia (5).

Pensa-se que este tipo de deficiéncia em CD36 esteja envolvida em mecanismos de
protecdo contra a infe¢do por malaria, apesar das opinides serem controversas(11,95,98).

Como foi ja mencionado, a variante rs3211938, em homozigotia, ao proporcionar a
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eliminagdo pos-sintese da proteina CD36, apresenta relativamente a maldria um impacto
positivo para o hospedeiro. A deficiéncia de CD36 em mondcitos e macroéfagos implica a
auséncia de um dos principais ligandos humanos da PfEMP1 (fator de viruléncia do
parasita da espécie P. falciparum) (99). No entanto, as opinides relativas a esta variante
sdo contrarias entre autores pois a auséncia de expressdo da proteina CD36 em
macrdofagos compromete o mecanismo de fagocitose macrofagica. Sendo assim, tanto
apresenta consequéncias negativas para o hospedeiro relativamente a resposta imunitaria
que nao sera eficiente, nao ocorrendo a eliminagdo dos eritrocitos sinalizados apos
reconhecimento do epitopo estranho do parasita, PFEMP1, como se podera configurar
vantajosa para o plasmodio precisamente pela inibicdo da fagocitose de eritrdcitos
infetados (24,62,98,100). Pelas diferentes perspetivas de estudo mencionadas, a variante
ndo foi ainda associada nem a protecdo nem ao risco de manifestacdes graves ou

duradouras da malaria, nem a propria suscetibilidade de desenvolver a infegao.

Por outro lado, ¢é referido na literatura que as variantes do gene CD36 se encontram
associadas a variagao do risco para doengas cardiometabdlicas e para a sindrome
metabolica (101,102). A funcdo transmembranar e lipidica da proteina CD36 implica que
possiveis alteragdes na sua estrutura ponham em causa o normal funcionamento do
metabolismo lipidico (60,103). As doengas cardiometabdlicas definem patologias que
afetam o sistema circulatorio, como a diabetes, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia
e hipertensao arterial. Ja a sindrome metabdlica ¢ definida como o conjunto de fatores de
risco para as doengas cardiovasculares, como a coexisténcia de resisténcia a insulina,

obesidade, diabetes do tipo 11, hipertensdo e dislipidemia (104).

A variante em questdo (rs3211938), expressa em heterozigotia, foi ja associada a um
aumento nos niveis da lipoproteina de alta densidade (101,105,106), efeito protetor em
relagdo a sindrome metabdlica e capacidade, como biomarcador em conjunto com a
proteina reativa C, de determinar a propensao para doencas cardiovasculares (107). Desta
forma, as hipoteses de estudo ndo se encontram diretamente relacionadas com a
drepanocitose, mas sim com outros fatores que podem agravar algumas manifestagdes
clinicas desta. A desregulacdo cardiometabdlica, por exemplo, pode agravar a ocorréncia

de AVCs.
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Um outro resultado que obtivemos diz respeito a comparacao das frequéncias genotipicas
da variante CD36: c.975T>G (rs3211938) na populagdo drepanocitica angolana estudada
com a populacdo africana e a ioruba (resultados apresentados nas tabelas 4.3 € 4.4). Daqui
conclui-se que: i) a nossa populagdo apresenta tendencialmente uma maior frequéncia dos
genotipos que contém a variante em comparagdo com a populagdo africana em geral; e ii)
contrariamente, a nossa populagdo apresenta uma frequéncia estatisticamente menor (p =
0,002) dos gendtipos que contém a variante em comparacao com a populacao ioruba. Era
esperada uma elevada frequéncia desta variante uma vez que esta alteragdo genética ¢
descrita como a variante nonsense mais comum em individuos de ancestralidade africana
(100). Pensa-se que a variante seja selecionada ndo s6 pela endemicidade da malaria, mas
também devido a outras patologias relacionadas com desregulagdo metabdlica como
doengas cardiovasculares ¢ a sindrome metabolica. Por outro lado, a maior expressao do
alelo variante na populagao ioruba, foi igualmente mencionada na literatura, pondo-se a
questdo do porqué da pressdo seletiva desta variante (100). Tal como mencionado,
existem outras patologias que podem selecionar esta alteragdo e que podem, portanto,
explicar a maior expressdo do alelo na populagdo ioruba, apesar de nao ser ainda certo o

que exercera essa pressao.

4.3.1.2 Variante CD36: ¢.282-31T>C

Esta variante (rs3211891) ocorre no quarto intrdo do gene CD36 e consiste na substitui¢do
de uma timina (T) por uma citosina (C), alteracao esta que ocorre 31 nucledtidos antes do
inicio do quinto exdo (c.282-31 T>C). Na figura 4.4 sdao apresentados dois exemplos da

sua detecao em dois dos individuos analisados.
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Figura 4.4-Resultado parcial da sequenciacdo de Sanger do quarto intrdo do gene CD36
revelando a alteracdo ¢.282-31 T>C. Em (A) ¢ apresentado um caso de heterozigotia; em (B) ¢é
apresentado um caso de homozigotia.
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Uma vez que se trata de uma variante localizada na extremidade 3’ do intrdo, pretendeu-
se investigar se esta teria algum efeito nefasto ao nivel do splicing. Assim, foi realizado

o seu estudo in silico recorrendo ao software varSeak (Fig.4.5).

¢282-31T>C

Intrio 4 Exio$§
aatgitttgaattttotttactgct TTtAGAGTTCGTTTTCTAGCCAAGGAAAATGTAACCCAGGA _GCAqtg
satggtttgaattttgtttactget agAGTTCGTTTTCTAGCCAAGGAAAATGTAACCCAGGA__GCAqtg

at» e -

Refertncia: = CAGgtg__ctgtqtgttcasasatcatttgttgaatgaatgacatttgagatctaatgttca

Varimte:  CAGQtg__ctgtgtgttcaaasatcatttgttgaatgaatgacatttgagatctaatgttca

3

Figura 4.5-Resultado parcial da andlise in silico do impacto no splicing da variante CD36. ¢.282-
31T>C pelo software varSeak. U2-Branch point; AGEZ- Zona de exclusdo AG; 1-local canonico
de splicing.

O resultado da anélise in silico revelou que a variante ¢ classificada como benigna e de
classe 1, ou seja, ndo ¢ previsivel que afete o normal processo de splicing. No entanto,
encontra-se apenas a quatro nucledtidos (a montante) de uma zona branch point, U2. O
branch point é constituido por um nucleétido (adenina) imprescindivel para a ligacdo da
maquinaria do spliceossoma e, deste modo, imprescindivel para a sinalizagdo do local de

aceitagdo de splicing no intrdo (108,109).

Deste modo, aparentemente, a variante rs3211891 ndo possui impacto no splicing, nem
altera o seu local candnico. No entanto, ocorrendo tdo proxima do local U2 responsavel
pela sinalizacdo da excisdo intronica, podera levantar a hipotese de ndo ocorrer a normal
sinalizagdo e como consequéncia este intrdo poderd ficar retido no mRNA e ser
codificante, alterando a proteina CD36. Esta hipdtese poderia ser confirmada

prosseguindo, por exemplo, para estudos de mRNA de individuos homozigéticos.

A frequéncia dos gendtipos com o alelo variante (TC+CC) ¢ significativamente superior
na nossa populacdo drepanocitica estudada do que na populagdo africana (p = 0,028) e
ioruba (p < 0,001) (tabelas 4.3 e 4.4). Devido a estas diferencas significativas levantamos
a hipdtese que possa existir um fator ambiental que exerce uma selegdo sobre esta variante
na nossa populagdo estudada. Alternativamente, a variante pode também ter sido

selecionada pela drepanocitose.

Através de uma revisdo bibliografica apenas foi detetado um trabalho que envolveu o
estudo da variante rs3211891 no ambito de uma outra patologia. No trabalho de Farook

et al, foram estudados individuos de ascendéncia mexicana em risco de desenvolver
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sindrome metabdlica, com o objetivo de estudar possiveis determinantes genéticas de
risco para a patologia mencionada (104). Esta variante foi uma das analisadas e nao foi

associada significativamente com essa sindrome.

Nao existem atualmente mais estudos publicados que investiguem o papel desta variante
nos individuos que a expressam, seria por isso interessante prosseguir com os estudos
funcionais acima referidos, por andlise da estrutura e quantificagio do mRNA
correspondente ao alelo com a variante, e também ao nivel da quantificagdo da proteina

CD36.
4.3.1.3 Variante CD36: STR In3(TG)n

Esta variante In3(TG)n (rs3138813) ocorre no terceiro intrdo do gene CD36, caracteriza-
se pelo diferente nimero de repeticdes do dinucledtido TG e € classificado como um Short
Tandem Repeat (STR). O numero de repeticdes encontra-se descrito no NCBI
(https://jul2023.archive.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?r=7:80646759-

80647783:v=rs3138813:vdb=variation;vf=730172513) como variando entre oito e 20,

sendo que 12 repeticdes ¢ considerado o nimero wild-type .

As técnicas executadas para o estudo do STR In3(TG)n encontram-se descritas no ponto
3.3.5 dos Materiais e Métodos. Em primeiro lugar, foi realizada a amplificacdo por PCR
de varias amostras para identificar, por sequenciacdo de Sanger, futuros controlos
homozigoticos a usar posteriormente na analise por microssatélites. Na figura 4.6 sdo

mostrados alguns exemplos dos resultados obtidos.

Figura 4.6-Eletroforese em gel de agarose Seakem e NuSieve (1:3; 4% p/v), dos produtos de
PCR obtidos na genotipagem da variante In3(TG)n em diferentes casos de homozigotia. M-
marcador de peso molecular (50bp) da marca Invitrogen; 1-Homozigotia TG11/TGl11; 2-
Homozigotia TG12/TG12; 3-Homozigotia TG13/TG13; 4-Homozigotia TG16/TG16; 5-
Homozigotia TG17/TG17; 6-Controlo negativo.
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Ap6s a identificacdo de casos homozigdticos para diferentes nimeros de repetigoes TG,
submeteram-se os produtos da amplificagdo a técnica de analise de marcadores de DNA
(descrita também no ponto 3.3.5 dos Materiais e Métodos). Os resultados obtidos através

da realizagao desta metodologia para os casos homozigoticos encontram-se apresentados

na figura 4.7.
o 116 pb a0 118 pb | 120 pb
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Figura 4.7-Perfil de casos homozigoticos para a variante In3(TG)n ap6s analise de marcadores
de DNA. Gendtipos representados por TG seguido do niimero de repetigdes do dinucledtido.

Deste modo cada gendtipo e numero de repeticoes TG foi associado a um pico com um
peso molecular especifico. Apods esta analise primaria, procedeu-se entdo a genotipagem
das restantes amostras de DNA da populagdo estudada. A diversidade dos varios
genotipos encontrados na populacio estudada encontra-se representado na figura 4.8, bem

como o niumero de doentes que os possuem.
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Genotipos TGn encontrados
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Figura 4.8-Genotipos encontrados aquando do estudo da variante In3(TG)n, na populacdo
angolana drepanocitica. Os genotipos sdo representados pelo numero de repetigdes do
dinucleoétido TG.

Interpretando a figura 4.8, na nossa populagdo drepanocitica, os gendtipos mais
frequentes sao TG12/TG13 (n=9, 13,8%), TG13/TG16 (n=9, 13,8%), TG12/TG16 (n=8,
12,3%) e TG16/TG17 (n=8, 12,3%). Relativamente a frequéncia alélica, o alelo mais
frequente ¢ o TG16 (25,0%), seguido do alelo TG13 (21,0%) e do alelo TG12 (19,0%).
O grande numero de diferentes genotipos na populagdo estudada (grande variabilidade)
ndo era expectavel, sendo que apenas 2,0% da populagdo apresenta o gendtipo

considerado wild-type (TG12/TG12).

Na base de dados Ensembl apenas existe informagao relativa as frequéncias dos genotipos
TG13/TG13, TG12/TG12 e TGI12/TG13, pelo que na figura 4.9 encontram-se

representadas as frequéncias genotipicas destes para a populacao angolana drepanocitica.
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Figura 4.9-Representacdo grafica das frequéncias genotipicas para a variante In3(TG)n na
populagdo angolana drepanocitica (estudada neste trabalho).

Através da figura 4.9 pode-se perceber que os gendtipos considerados como os mais
comuns pelo Ensembl, ndo o s3o na nossa populacao de estudo. Dado o resultado
apresentado, seria importante confrontar os dados com uma populagdo angolana normal
[sem a mutagcdo drepanocitica (rs344)] e perceber se numa populagdo drepanocitica
gendtipos que originam um transcrito anormal de CD36 (isoforma de CD36 sem o quarto
e quinto exdes transcritos) representam algum tipo de beneficio e até mesmo se sofrem
selecdo. Sendo que apenas trés doentes (4,6% da populacdo estudada) possuem genotipos

que originam o transcrito normal, TG11/TG11, TG11/TG12 e TG12/TG12.

Por forma a comparar a representatividade dos gendtipos ditos mais comuns
(TG12/TG12, TG12/TG13 e TG13/TG13) nas trés populacdes (drepanocitica, africana e
ioruba), calcularam-se as percentagens destes na populacdo estudada excluindo os
restantes genotipos. As proporgdes dos trés genotipos para as diferentes populagdes

encontram-se representadas na figura 4.10.
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Figura 4.10-Representacdo grafica das frequéncias genotipicas dos genotipos TG12/TG12,
TG12/TG13 e TG13/TG13 para a variante In3(TG)n nas popula¢des angolana drepanocitica
(estudada), africana e ioruba.

Comparando as frequéncias dos trés gendtipos agora em analise concluimos que a
populacdo angolana drepanocitica apresenta frequéncias mais baixas para os genotipos
TG12/TG12 (9,0%) e TG13/TG13 (9,0%) quando comparadas com as frequéncias destes
nas outras populagdes (africana e ioruba). Contrariamente, a frequéncia do genotipo
TG12/TG13 na populagdo angolana drepanocitica (tendo em conta que se consideraram
os 11 doentes com estes trés genotipos como 100%) revelou-se superior a das restantes

populagdes, 82,0% versus 44,0% e 54,0%.

Curiosamente, nas trés populagdes comparadas, o gendtipo com maior representatividade
populacional ¢ o TG12/TG13, isto ¢, em que o alelo wild-type com 12 repeti¢cdes de TG
se encontra em heterozigotia com um alelo com 13 repetigdes que dé origem a um

transcrito anormal.

Na literatura, esta variante STR In3(TG)n encontra-se relacionada com a deficiéncia do
tipo II da proteina CD36. Esta deficiéncia caracteriza-se pela auséncia de expressdo da
proteina em plaquetas e ¢ mais frequente em individuos asidticos e de ascendéncia
africana (61,97). Consoante o nimero de repetigdes pode ocorrer o skipping do quarto e
do quinto exdes (no momento de splicing), dando origem a uma proteina truncada. De
acordo com a literatura, individuos com 12 repeti¢des, portanto com um niimero canénico
de repeti¢odes, apresentam o transcrito normal, isto €, contendo o quarto e quinto exdes
para além dos restantes. Pelo contrario, individuos com o niimero de repeti¢des diferente
de 12 irdo apresentar o transcrito resultante do skipping mencionado, com falta das
sequéncias do quarto e quinto exdes, o que d4 origem a uma isoforma da proteina CD36

que se traduz, posteriormente, numa deficiéncia na sua expressao em plaquetas (62,95).
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Assim, as variantes do STR In3(TG)n afetam o transcrito do gene CD36 o que podera ter
consequéncias no processo de ligacdo entre a proteina CD36, expressa nas células do
hospedeiro e a PFEMP1, expressa a superficie dos eritrocitos infetados pelo plasmadio,
uma vez que o quinto exao desse gene codifica umas das regides reconhecidas pela
proteina do parasita. As variantes In3(TG)n podem entdo, em teoria, configurar-se como

protetoras do risco de infe¢ao por malaria.

Num estudo conduzido por Omi e colegas foi efetuada a genotipagem desta variante numa
populacao tailandesa com maléria (62). O estudo revelou que, a semelhanga da populagao
angolana drepanocitica analisada neste trabalho, os alelos mais frequentes foram o TG12
(32,0%), 0o TG13 (31,5%) e 0 TG16 (24,6%). Estes resultados podem sugerir que perante
a alta suscetibilidade para a infe¢ao por malaria de ambas as populagdes [a Tailandia ¢
também uma regido endémica para a malaria (1)], os alelos mencionados poderdo ser

benéficos e conferir protecao.

Para além disto, Omi e colegas concluiram que o alelo TG11 em homozigotia ou
heterozigotia com o alelo TG12 originava o transcrito normal, sem o skipping de exdes
(62). Tendo em conta esta informagao, concluiu-se que apenas 6,0% da nossa populagao
estudada expressa o transcrito normal da proteina CD36. Sendo assim, 94,0% dos doentes
apresentam gendtipos que originam transcritos que ndo apresentam o quarto € o quinto
exdes e consequentemente dao origem a isoforma de CD36 e a sua deficiéncia em certo

tipo de células.

No estudo mencionado a redu¢do do risco na infe¢do por malaria ndo se terd mostrado
significativa, no entanto, isso ndo significard que esta variante ndo possa apresentar um
impacto benéfico na infecdo maldarica para a nossa populacao angolana em analise. Isto
porque a populacdo tailandesa encontra-se exposta a uma espécie diferente de plasmodio
(P. vivax) o que significa que se tem de ter em conta os locais de ligagdo deste parasita,

preferéncias celulares (no hospedeiro), entre outros fatores.

Existem ainda poucos estudos publicados que abordem esta variante In3(TG)n no gene
CD36 apesar desta apresentar inumeros impactos, tanto a nivel de expressdao celular
devido a deficiéncia do tipo II a que se encontra associada, como ao nivel da ligacdo com
a PfEMP1. Ser4, por isso, importante a continuagdo do seu estudo, sobretudo ao nivel

funcional.
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4.3.1.4 Regido promotora do gene CD36: Variantes c.-
184+11225A>G e ¢.-184+11308G>C

O estudo das regides promotoras dos genes possui grande importdncia uma vez que
albergam locais de ligagdo de fatores de transcricao. Alteragdes na sequéncia de referéncia

localizadas nesta regido podem definir e alterar a expressao génica.

Neste sentido, foi estudada a regido promotora do gene CD36. O estudo pratico desta
regido foi executado recorrendo a reagdes de PCR e posterior sequenciagdo de Sanger, tal

como se encontra descrito nos pontos 3.3.1 e 3.3.1.1 dos Materiais ¢ Métodos.

A variante c.-184+11225A>G (rs1984112) consiste na substituicdo de uma adenina (A)
por guanina (G), numa regido ndo codificante do gene CD36. Ja a variante c.-
184+11308G>C (rs1413661) consiste na substituigdo de uma guanina (G) por uma
citosina (C), a apenas 82pb da variante rs1984112. As altera¢cdes mencionadas encontram-

se representadas na figura 4.11.
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Figura 4.11-Resultado parcial da sequenciacdo de Sanger da regido promotora do gene CD36
revelando a alteragdo c.-184+11225A>G em heterozigotia (A) e a alteracdo c.-184+11308G>C
em heterozigotia (B) e em homozigotia (C).

rs1413661

No sentido de investigar o papel modulador destas variantes na drepanocitose e na malaria
e o0 seu impacto a nivel da regulagdo da expressao do gene CD36, o estudo destas variantes
foi efetuado recorrendo a literatura e comparando as frequéncias alélicas e genotipicas

entre as populagdes de ascendéncia africana.

68



Resultados e Discussido

Relativamente a frequéncia genotipica para os trés genotipos possiveis de cada uma destas
variantes, tem-se que para a variante c.-184+11225A>G a frequéncia de genotipos com o
alelo G ¢ semelhante em todas as populagdes (angolana drepanocitica, africana e ioruba),

sendo quase 50%.

Relativamente a variante rs1413661, c.-184+11308G>C, a frequéncia genotipica do
genotipo GG ¢ baixa na nossa populacio angolana com drepanocitose (5%), assim como

na populacdo africana (6%) e ioruba (1%).

Comparando as frequéncias alélicas para este SNP nas trés populagdes, representadas na
figura 4.12, pode-se observar que a populagdo angolana drepanocitica apresenta uma
menor frequéncia alélica para o alelo_C, levantado a hipotese de ocorrer uma pressao
seletiva negativa da drepanocitose relativamente a este alelo. HipoOtese esta que seria
importante estudar e confrontar com dados para uma populagdo angolana sem

drepanocitose.
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Figura 4.12-Representagdes graficas das frequéncias alélicas (rs1413661) nas populacdes
africana (AFR), ioruba (YRI) e angolana drepanocitica (populagdo estudada).

Estes nossos resultados e a hipdtese levantada vem ao encontro do anteriormente
publicado, uma vez que o SNP rs1413661 alelo C, foi associado com niveis de
hemoglobina mais baixos em doentes com drepanocitose, o que se traduz por uma anemia

mais grave (49).

69



Resultados e Discussido

4.3.1.5 Variante CD36: ¢.429+2T>C

A variante ¢.429+2T>C (rs3211893) consiste na alteracdo do nucleétido de timina (T) por

citosina (C), no segundo nucledtido do quinto intrdo do gene CD36 (Fig.4.13).

" 1

G T G C a4 G C G a4 G

A [\ﬁ w o B |

Figura 4.13-Resultado parcial da sequencia¢do de Sanger do quinto intrdo do gene CD36
revelando a alteragdo c.429+2T>C. Em (A) ¢ apresentado um caso de heterozigotia; em (B) ¢
apresentado um caso de homozigotia.

Sendo uma variante localizada apenas a dois nucleotidos do local de aceitacdo do splicing
do quinto exao, colocou-se a hipdtese de que esta pudesse afetar o mecanismo normal de
splicing e, por consequéncia, pudesse alterar a estrutura da proteina. Para averiguar este
possivel impacto, recorreram-se a estudos in silico realizados no varSeak. Os resultados
mostraram que esta variante € prejudicial para o splicing, tendo sido classificada de classe
5 (Fig.4.14). A substituicao afeta precisamente o dinucledtido que constitui o local
canonico de splicing, o que resulta numa perda de funcio deste ultimo. A consequéncia
da perda de funcao ¢ o skipping do quinto exdo do gene, isto €, este exao deixa de integrar
o mRNA acabando por ndo ser traduzido. A proteina CD36 ¢ entdo traduzida sem a

presenca do quinto exao, isto &, ocorre a juncao in frame do quarto e do sexto exdes.

" S s -

Referéneia: | togAGT __TTCGAACCTTCACTATCAGTTGGAACAGAGGCTGACAACTTCACAGTTCTCAATCTGECTGTGGCAR Gagtagaceaacaacsoagttatctattttasaatactctagoacteatgtaatiaatectateat _tag6eT
togAGT _ _TTCGAACCTTCACTATCAGTTGGAACAGAGGCTGACAACTTCACAGTTCTCAATCTGGCTGTGGCA0S00gtagac00acoacasagttatctattttonaatactctagonctcatgtoattaatectoteat _togleT

Variante:

5 A
[ cPos  Case  Scoe | AScore | MuxEniScan |4 MaxEntScan]
-
| <noGT>
cse: [l 2 ME

Figura 4.14-Resultado parcial da analise in silico do impacto no splicing da variante CD36:
¢.429+2T>C pelo software varSeak.
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Tal como foi ja mencionado (ver ponto 1.6.2), o quinto exao codifica o local de ligagao
entre a proteina PFEMP1 e a proteina CD36, deste modo esta variante podera ter impacto
nesta ligacdo. Em teoria, seria expectavel que esta alteracao conferisse alguma protegao
contra a infecdo por maldaria e, portanto, pudesse surgir em elevada frequéncia nas
populacdes africanas. No entanto, e pelo contrdrio, a frequéncia alélica do alelo
variante C, nas populacdes de ascendéncia africana ¢ baixa (figura 4.15, informacao
presente no Ensembl e resultante da genotipagem efetuada). Uma explicagdo podera ser
a selecdo negativa como consequéncia da deficiéncia em proteina CD36 que ocorre, uma
vez que a proteina perde um dos exdes, ¢ sintetizada na sua forma truncada e
posteriormente podera ser eliminada. A eliminagao afeta a sua expressao em células como
plaquetas e macrdéfagos (61). A proteina CD36 auxilia no mecanismo de fagocitose
macrofagica (como foi ja mencionado, ponto 1.6.2) e, portanto, na resposta do sistema
imunitario, ndo sendo benéfica a sua auséncia e, por isso, ndo sendo esta variante

selecionada pela maléria.

(AFR 1 (Yri

/
» T:98%
» C:2%

Angolana drepanocitica

* T:99%
» C:1%

C; 5%

Figura 4.15-Representagdes graficas das frequéncias alélicas (rs3211893) nas populagdes
africana (AFR), ioruba (YRI) e angolana drepanocitica (populagao estudada).

O impacto e papel modulador desta variante ainda estd por desvendar. Existe, até a data,
apenas um artigo publicado que associa esta variante a deficiéncia da proteina CD36,
quando em heterozigotia composta com outra variante detetada no gene CD36 (detetada
em apenas um individuo) (110). A auséncia de estudos sobre esta variante deve-se,
possivelmente, a baixa frequéncia em que ocorre nas populagdes. De facto, segundo o

Ensembl, apenas populagdes africanas apresentam o alelo C.

Seria importante o estudo do papel modulador da variante rs3211893, uma vez que esta
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apresenta um grande impacto no splicing. Estudos funcionais poderiam desvendar as

consequéncias provocadas ao nivel proteico que esta variante representa.
4.3.2 Variantes genéticas detetadas no gene ICAM-1

4.3.2.1 Variante ICAM-1: ¢.1190G>A; (p.Arg397GIn)

A variante ¢.1190G>A (rs5497) ocorre no sexto exao do gene /CAM-1, € uma variante
missense € caracteriza-se pela alteracdo de uma guanina (G) por uma adenina (A)
(Fig.4.16). Ao nivel proteico a alteracdo traduz-se numa substituicio aminoacidica de

arginina (Arg) por glutamina (Gln) no residuo 397.

l.ﬁk ,.='ﬁ'3/ VWY f \

Figura 4.16-Resultado parcial da sequencia¢do de Sanger do sexto exdo do gene ICAM-1

revelando a alteracdo c.1190G>A em heterozigotia.

Tanto a Arg como a Gln sdo aminodacidos polares (hidrofilicos), no entanto apresentam
propriedades acido/base distintas. A Arg (PubChem CID 6322) ¢ um aminoécido alcalino,
por outro lado, a Glu (PubChem CID 5961) ¢ um aminoacido acido. Esta substituicao
pode alterar a carga da proteina sintetizada e, consequentemente o seu ponto isoelétrico,
0 que pode alterar a solubilidade da proteina. Como consequéncia pode ocorrer
desnaturagdo proteica ou um rearranjo da sua estrutura nativa e, consequentemente, perda

da sua func¢ao e de interagdes com outras moléculas e células (111,112).

Com o objetivo de se estudar o impacto proteico desta variante, recorreu-se a ferramentas

bioinformaticas para realizar os estudos in silico.
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Recorrendo a ferramenta bioinformatica PolyPhen, para o estudo do impacto a nivel
proteico, a variante rs5497 foi classificada como provavelmente prejudicial (probably
damaging), com um score de 0,994 (Fig.4.17), quando avaliada de acordo com o modelo

HumDiv (descrito no capitulo dos Materiais e Métodos, no ponto 3.4.2).

HumDiv
Prevé-se que esta mutacéo seja: Provavelmente Prejudicial Com um score de 0,994 (sensibilidade: 0,69; especificidade: 0,97)

Figura 4.17-Representagio grafica dos resultados obtidos através do estudo in silico (Poly-Phen)
para a variante I[CAM-1, p.Arg397GlIn.

A classificagdo atribuida a variante pelo software Poly-Phen vai ao encontro da analise
bioquimica que se realizou anteriormente. Serd, por isso, relevante perceber o impacto e

de que forma esta alteragdo na proteina afeta a sua estrutura e fungao.

O sexto exa@o do gene ICAM-1 codifica o quinto dominio extracelular da proteina I[CAM-
1. Nao sdo conhecidos ligandos especificos para este dominio, no entanto sabe-se que
este se encontra associado a uma fung¢ao estabilizadora e de dimerizacao da estrutura da
proteina ICAM-1 (67,68). Assim, dada a localizacdo da variante p.Arg397GIn neste
dominio, podemos levantar a hipdtese de que se poderd originar a destabilizacdo da
estrutura da proteina e afetar a sua dimerizacao e a sua capacidade de estabelecer ligagdes
intercelulares. A dimerizagao nesta proteina aumenta a capacidade de adesdo, pelo que se
esta for comprometida ird ndo sé interferir na sua fun¢do recetora como na sua

intervenc¢ao no processo de transmigragdo leucocitaria (67).

Na nossa populacao drepanocitica estudada a frequéncia de gendtipos com a variante ¢
superior a frequéncia na populagdo africana em geral e da populagdo ioruba (sendo esta
diferenca entre populagdes estatisticamente significativa, tabelas 4.6 ¢ 4.7). E necessario
salientar que na populagdo estudada nao foi identificado nenhum individuo homozigético
para a variante. Sabendo que as populagdes africanas se encontram expostas a infe¢ao
pelo plasmédio, tal como a nossa populagdo estudada, esta diferenca significativa e
selecdo da variante pode prender-se com outros fatores para além da exposi¢ao a malaria.
Sendo a nossa populacao selecionada pela presenga de uma patologia, isto €, constituida

apenas por doentes drepanociticos, a maior frequéncia deste alelo variante (em
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heterozigotia) nesta populagdo sugere que este poderd traduzir-se num efeito benéfico
relativamente a drepanocitose ou, até mesmo, relativamente a drepanocitose acoplada
com a constante exposi¢ao a malaria. A destabilizacdo mencionada da estrutura da
proteina e consequente diminui¢do da capacidade de adesdo pode traduzir-se num
beneficio relativamente a ocorréncia de crises dolorosas e vaso oclusio na drepanocitose
ou diminuir a ocorréncia de sequestro de eritrocitos parasitados aquando da infecao pelo

plasmodio.

Tanto quanto sabemos existem poucos estudos publicados que reportem os efeitos
prejudiciais (ou outros) desta variante. De facto, esta variante apenas foi mencionada num
estudo realizado em gémeos monozigdticos, onde se pretendeu investigar os perfis
genéticos possivelmente associados a imunodeficiéncia (21). Foi também mencionada
num estudo que pretendia investigar haplotipos do gene /CAM-1 relacionados com a
exposicdo a malaria a um nivel global, neste estudo os autores apenas concluiram (tal
como no presente projeto) que a variante ¢ classificada como provavelmente prejudicial
pelo Poly-Phen (22). Assim seria de todo o interesse prosseguir a investigacdo desta
variante de ICAM-1 mutada para validar os resultados obtidos in silico e compreender os

seus possiveis efeitos patogénicos e funcionais.

4.3.2.2 Variante ICAM-1: c.167A>T (p.Lys56Met)

A variante ¢.167A>T (rs5491), ocorre no segundo exdo do gene /ICAM-1 e consiste na
alteracdo de uma adenina (A) por uma timina (T) (Fig.4.18), o que se traduz (ao nivel
proteico) na substitui¢do aminoacidica do residuo 56 de uma lisina (Lys) por uma
metionina (Met). E conhecida, comumente, pela variante Kilifi. Nome atribuido por ter

sido primeiramente descrita, em 1997, na populagdo de Kilifi, no Quénia (113).

C CCA WG T T 6 € C CA G
A M p'.,- (‘.I B A
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Figura 4.18-Resultado parcial da sequenciagdo de Sanger do segundo exdo do gene /CAM-1
revelando a alteragdo c.167A>T. Em (A) ¢ apresentado um caso de heterozigotia; em (B) ¢
apresentado um caso de homozigotia.
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No gene ICAM-1, o segundo exao codifica o primeiro dominio extracelular da proteina e,
portanto, esta alteracdo afeta esse dominio. Sabe-se que a Lys (PubChem CID 5962) é um
amicoacido basico e polar (hidrofilico), no entanto a Met (PubChem CID 6137) ¢ um
aminoacido apolar (hidrofobico). Aminoacidos hidrofobicos localizam-se, geralmente, no
interior das estruturas proteicas. A substitui¢do de Lys por Met no primeiro dominio
extracelular da proteina ICAM-1poderé traduzir-se numa mudanca conformacional da
sua estrutura apresentando um impacto nas suas interacdes celulares e com ligandos
(111,112). Este dominio € o recetor humano para o rinovirus humano ¢ para a PfEMP]1,
deste modo a alteracdo na sequéncia aminoacidica pode interferir na afinidade das
ligacdes que se estabelecem entre esta molécula de adesdo e outras células ou recetores
(67). Nomeadamente, interferir na ligagdo da PfEMP1 a ICAM-1, afetando, por sua vez,
o mecanismo de adesdo ao endotélio pelos eritrocitos parasitados (aquando de uma

infe¢do por malaria).

A investigacao dos efeitos desta variante tem revelado resultados controversos e até aos
dias de hoje ndo ¢ ainda consensual o seu efeito (114). No artigo de Fernandez-Reyes em
1997, no qual foi feita a primeira descri¢do desta variante, o alelo kilifi foi descrito como
responsavel pela suscetibilidade para o desenvolvimento de malaria cerebral grave. Por
outro lado, em 1999, Kun estudou grupos-caso constituidos por individuos originarios de
outras regides africanas e também asiaticas (115). A conclusao do referido artigo foi a de
que a variante kilifi ndo teria qualquer efeito significativo na suscetibilidade para a
malaria grave. Apesar desta conclusdo, os autores referiram que as ambiguidades nas
conclusoes referentes a este alelo teriam de ser analisadas tendo, também, em conta

fatores ambientais e a estirpe de plasmddio prevalente em cada regido estudada.
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Relativamente as frequéncias alélicas do alelo wild-type e do alelo kilifi (de acordo com
os resultados da genotipagem e-também de acordo com os dados do Ensembl) (Fig.4.19),
pode-se observar que as trés populagdes apresentam frequéncias muito semelhantes,
como seria de esperar, uma vez que este alelo se encontra amplamente presente em

populacdes de ascendéncia africana (115).

‘AFR V(YR
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Figura 4.19-Representagdes graficas das frequéncias alélicas (rs5491) nas populagdes africana
(AFR), ioruba (YRI) e angolana drepanocitica (populacao estudada).

4.4 Estudos de Associacao

Com o objetivo de se perceber se alguma das variantes genéticas detetadas nos genes
CD36,ICAM-1 e HBA se encontrava associada a variabilidade fenotipica tanto da malaria
como da drepanocitose, foram realizados estudos de associa¢do recorrendo ao SPSS (tal

como explicado no ponto 3.4.3 dos Materiais e Métodos).

Serdo apresentadas associagdes significativas (p<0,05) e associagdes que apresentem

tendéncia para melhorar ou piorar os fenotipos.

Nao foram encontradas associagdes entre o sexo dos doentes e os diferentes parametros
estudados.

4.4.1 Variantes genéticas e a variabilidade fenotipica da drepanocitose

A drepanocitose caracteriza-se, como foi j& mencionado, por uma inflamagdo e anemia
hemolitica cronica. Como tal, alteragdes genéticas que melhorem os pardmetros
hematologicos, indices hematimétricos e dados clinicos serdo fatores modificadores

benéficos para o progndstico da doenga.
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Nas tabelas 4.8 a 4.12 encontram-se apresentadas as associacdes estatisticamente
significativas que foram determinadas entre as variantes genéticas e os dados clinicos e

parametros hematoldgicos/hematimétricos e bioquimicos no ambito da drepanocitose.

Tabela 4.8-Associacdes significativas entre a média da idade da primeira manifestagdo
drepanocitica e os diferentes genotipos em 1s5491
Genétipo em rs5491 no gene ICAM-1

Fenotipo clinico AA _ TT p*
N=33)  ATIN=26)
Média da idade da primeira
manifesta¢do da drepanocitose 15 12 27 0,023
(meses)
A negrito apresenta-se o valor de p que se revelou estatisticamente significativo. *Teste de Kruskal-
Wallis.

Relativamente a idade da primeira manifestagdo drepanocitica constatou-se que, no caso
da variante rs5491 A>T no gene /CAM-1, os doentes com o alelo variante em homozigotia
(gendtipo TT) tém a manifestagdo mais tardiamente do que os doentes com o alelo

variante em heterozigotia ou com o genotipo wild-type.

Segundo os estudos efetuados na nossa populacdo, dos doentes homozigdticos para o
alelo T (seis doentes) a primeira manifestacdo s6 se revelou a partir dos 12 meses de
idade. A idade média da primeira manifesta¢do drepanocitica para estes doentes € aos 27
meses. Adicionalmente, observou-se que em dois doentes homozigoticos (33,3%), a
manifestagdo revelou-se s6 aos 24 meses. Por outro lado, no caso dos doentes
heterozigoticos para o alelo variante, a idade média da primeira manifesta¢do ¢ aos 12
meses € no caso dos individuos homozigoéticos wild-type, a primeira manifesta¢ao
apresenta-se, em média, aos 15 meses de vida, sendo que a maioria revelou a manifestagao

a0s seis meses.

De facto, as diferencas entre pares sao significativas quando confrontando as médias de
idades da primeira manifestacdo drepanocitica: dos doentes com o genodtipo AA versus
TT com p=0,023 e o mesmo se verifica quando confrontado o genotipo AT com TT,

p=0,006.

Concluimos entdo que a variante T em rs5491 no gene ICAM-1 é um fator genético
modificador do fenotipo clinico com efeitos benéficos para os doentes drepanociticos
uma vez que atrasa o aparecimento das primeiras manifestagdes da doenga. Esta

associacao nado terd sido ainda mencionada na literatura e pode justificar a elevada
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frequéncia do alelo variante ndo s6 na nossa populaciao estudada como também noutras

populagdes de ascendéncia africana.

Na tabela 4.9 encontram-se as associagdes determinadas para os parametros
hematoldgicos concentragdo média de Hb e contagem média de eritrécitos segundo os
diferentes gendtipos em rs3211891 no gene CD36, 1s5496, rs5491 no gene ICAM-1 e
muta¢do a-talassémica de 3,7kb nos genes HBA2 e HBAI.

Tabela 4.9-Associagdes entre a média da concentragdo de Hb e contagem de eritrocitos e os
diferentes genotipos em 1s3211891, rs5496, 1s5491 e a delecdo a-talassémica de 3,7kb

Fenotipo hematologico N Hb " Eritrocitos "
(média) (@ar) P (x10'2/L)
Genotipos em TT 49 7,43 2,93
rs3211891 no gene TC 13 7,20 0,013 2,90 0,074
CD36 CcC 3 5,98 2,32
Genotipos em GG 56 7,21 2,84
rs5496 no gene 0,009 0,036
ICAM-]** GA+AA 9 7,99 3,20
Genotipos em AA 33 7,54 3,05
rs5491 no gene 0,098 0,044
TCAM-1%* AT+TT 32 7,08 2,83
Delegdo talassémica oL/ oo 17 7,31 2,66
de 3,7kb (Genes ao/-a>7 40 7,11 0,119 2,80 <0,001
HBA2 e HBAI) -0 7/-037 6 8,10 3,83

A negrito apresentam-se os valores de p que se revelaram estatisticamente significativos. *Teste de Kruskal
Wallis nos casos em que o modelo dominante ndo foi utilizado e teste de Mann-Whitney nos casos em que
o modelo dominante foi utilizado.**Modelo dominante.

No caso da variante 1s3211891T>C no gene CD36, o alelo variante C em homozigotia
foi detetado em doentes com niveis anormalmente baixos de Hb, 5,98 + 0,22 g/dL, em
comparacao com os doentes nos quais a variante foi detetada em heterozigotia, 7,20 +

1,03 g/dL, e onde nao foi detetada, 7,43 £ 0,81 g/dL.

De facto, na figura 4.20 € notorio o decrescer dos valores médios de Hb para os trés

genotipos.
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Figura 4.20-Representacdo grafica da distribui¢do média de Hb por gendtipo em rs3211891 no
gene CD36.

Para os doentes com drepanocitose esta variante ndo se revela vantajosa. A drepanocitose
¢ por si so caracterizada por niveis de Hb abaixo do que € considerado normal. A presenca
desta variante, quer em homozigotia quer em heterozigotia parece agravar a caréncia de

Hb, ou seja, aumenta o grau de anemia, o que se torna prejudicial.

Em relagdo a variante rs5496 G>A no gene /[CAM-1, associada de forma significativa com
os valores de Hb média (p=0,009), observou-se que os doentes com o alelo variante A
em homozigotia e em heterozigotia apresentam valores superiores de Hb, 7,99 + 0,72
g/dL, quando comparados com os doentes que apresentam gendtipo wild-type, para os

quais o valor médio de Hb é de 7,21 + 0,87 g/dL (Figura 4.21).
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Figura 4.21-Representagdo grafica da distribuigdo média da concentracdo de Hb por genotipo
wild-type versus gendtipos contendo a variante rs5496 A.

Desta forma, a presenca do alelo variante A podera revelar-se benéfica para os doentes

drepanociticos, na medida em que aumenta os niveis médios da Hb e, portanto, diminui

a anemia.

Relativamente ao nimero de eritrocitos, verificou-se que a variante rs5496 G>A, no gene
ICAM-1, se encontra associada de forma significativa (p=0,036) com este parametro
hematologico. Os estudos revelaram que os doentes com presenca do alelo variante (em
homozigotia e em heterozigotia) apresentam valores médios superiores de eritrdcitos,
3,20 £ 0,66 x10'?/L, quando comparados com as contagens médias dos doentes com
genotipo wild type, 2,84 = 0,51 x10'%/L (Fig.4.22). Resultado este expectavel, uma vez

que se verificou previamente uma associacdo com o aumento na concentragdo média de

Hb.
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Figura 4.22-Representagdo grafica da distribuicdo média de eritrocitos por gendtipo wild-type
versus genotipos contendo a variante rs5496 A.

80



Resultados e Discussido

J& para a variante rs5491 A>T (gene ICAM-1) concluiu-se que a presenga de gendtipos
com o alelo variante T se encontra significativamente associada (p=0,044) com um
niimero médio de eritrocitos inferior, 2,83 x10'%/L em comparag¢io com os doentes que

ndo possuem gendtipos com o alelo variante, média de 3,05 x10'%/L (Fig.4.23).

5,00
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—

Eritrocitos (x10%L)

AA AT+TT

Genotipos possiveis para a variante rs5491
Figura 4.23-Representagdo grafica da distribuicdo média de eritrécitos por gendtipo wild-type
versus genotipos contendo a variante rs5491 T.
O resultado aferido para a variante rs5491 A>T levanta a hipotese de que os doentes que
possuem genotipos com o alelo variante apresentem uma maior taxa de eliminacao dos

eritrocitos, quando comparados com os doentes com genétipo wild-type.

A delecdo a-talassémica de 3,7kb (ocorrida nos genes HBA2 e HBAI) encontra-se, de
igual modo, associada a um maior nimero de eritrocitos (p <0,001) determinados nos
doentes. De facto, os doentes com a mutagdo talassémica em homozigotia apresentam
uma contagem média de eritrdcitos significativamente superior em relagdo aos portadores
da mutacio em heterozigotia e aos niio portadores, 3,83 £ 0,70 x10'%/L versus 2,80 + 0,34
x10'%/L e 2,66 + 0,42 x10'%/L (Fig.4.24).

81



Resultados e Discussido

5,00

300

Eritrocitos (x10'%/L)

ool/ot aaf -a*7 -3 -0

Figura 4.24-Representacdo grafica da distribuicdo média de eritrocitos por genotipo da delecdo
talassémica de 3,7kb.

Estes resultados relativos a delecao talassémica de 3,7kb podem relacionar-se com o ja
comprovado aumento do hematdcrito e da viscosidade sanguinea na sua presenga (54). O
hematocrito diz respeito a percentagem de sangue que ¢ constituida por eritrocitos e
influencia também a viscosidade do sangue, quanto maior o hematdcrito (acima de
valores normais) maior a viscosidade. Na nossa populagdo estudada a presenga desta
mutacdo em homozigotia aumenta os valores de eritrocitos para valores que se encontram
dentro do intervalo de referéncia estipulado para uma populagdo pediatrica (entre os seis
meses e os 11 anos, anexo 4), o que se pode revelar benéfico, melhorando a capacidade

de transporte de oxigénio ao organismo.

Sabe-se que as alteragdes morfologicas da membrana do eritrdcito (nos doentes com
drepanocitose), que advém da polimerizagdo da HbS, aumentam a eliminag¢do dos
mesmos por hemolise precoce. Portanto, a mutagdo talassémica em causa, ¢ benéfica no
sentido em que diminui o nimero de cadeias de a-globina que estardo disponiveis para se
juntarem com as cadeias B° para a formacgdo da HbS. A diminui¢do da concentragio de
HbS no interior do eritrocito leva a diminuicdo da taxa de falciformizacao e
consequentemente diminui¢do de hemolise dos eritrécitos e da sua fagocitose e
normaliza¢do do nimero de eritrécitos nos doentes. Esta hipdtese foi comprovada (como
descrito mais abaixo) uma vez que também detetamos associagdo entre a presenca de o-

talassémia e menor percentagem de reticuldcitos (um biomarcador do nivel de hemolise).

As associagdes com os parametros hematimétricos VGM e HGM inferem sobre o tipo de

anemia a que os doentes se encontram sujeitos, isto ¢, se as variantes melhoram ou pioram
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os fendtipos de microcitose ou hipocromia. As associacdes entre estes parametros € as

variantes genéticas detetadas estdo representadas na tabela 4.10.

Tabela 4.10-Associacdes entre a média de HGM e VGM e os diferentes gendtipos em rs3211891,
rs5496, rs5491 e a delecdo a-talassémica de 3,7kb

Fenotipo hematologico N HGM p* VGM p*

(média)
Genotipos em TT 49 25,76 77,53
1s3211891 no gene TC 13 2491 0,378 77,26 0,476
CD36 CcC 3 26,10 80,69
Genotipos em GG 56 25,73 78,10
1s5496 no gene 0,442 0,247
ICAM-1%* GA+AA 9 24,85 74,64
Genotipos em AA 33 25,10 76,24
1s5491no gene 0,177 0,153
TCAM-1%* AT+TT 32 26,12 79,04
Delegao oL/ oo 17 27,44 81,87
. 37
X 7?:,3(52}6;1:;]3;142 oo/-o; 40 25,55 <0,001 77,88 <0,001
) 3,7/ 3.7
¢ HBAI) -o'/-o 6 21,68 66,00

A negrito apresentam-se 0s valores de p que se revelaram estatisticamente significativos. *Teste de Kruskal
Wallis nos casos em que o modelo dominante néo foi utilizado e teste de Mann-Whitney nos casos em que
0 modelo dominante foi utilizado.**Modelo dominante.

Com os resultados dos estudos de associagdo apresentados na tabela 4.10, pode dizer-se
que como esperado as associagdes significativas com os parametros VGM e HGM foram
detetadas para a delecao talassémica ocorrida nos genes HBA2 e HBAI. A distribui¢do
dos valores médios de VGM e HGM pelos genotipos possiveis da delecao de 3,7kb

encontram-se apresentados graficamente na figura 4.25.
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Figura 4.25-Representacdes graficas dos valores médios de VGM (A) e HGM (B) por grupo de
genoétipo da delecdo talassémica de 3,7kb.
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Como se pode observar na figura 4.25 a presenca da mutagdo a-talassémica em questao,
tanto para os valores de VGM (Fig.4.25- A) como para os valores de HGM (Fig.4.25- B)

encontra-se associada a valores mais baixos.

No caso dos valores médios de VGM, a média para os doentes homozigoticos foi de 66,00
+ 7,95 fL, valor este que se encontra abaixo do esperado para uma populagdo pediatrica
entre os seis meses € os 11 anos de idade (Anexo 4). Contrariamente a esta observagao,
os valores médios de VGM para os doentes heterozigoticos para a mutagao (77,88 + 5,86
fL) e homozigoticos wild-type (81,87 £ 5,24 fL) encontram-se compreendidos no
intervalo de valores normais. Estes resultados vao ao encontro dos obtidos no estudo de
Olatunya et al., no qual os doentes com a mutagdo em homozigotia apresentaram valor
médio de VGM de 74,00 fL enquanto que os doentes com a muta¢do em heterozigotia
apresentaram um valor médio de 78,00 fL e com genotipo wild-type um valor de 84,00 fL
(93). Do mesmo modo, no estudo de Al-Barazanchi et al. os valores de VGM
correspondem aos obtidos no presente projeto, os doentes drepanociticos na presencga da
delecao talassémica de 3,7kb apresentaram um valor médio de VGM de 68,06 fL e os
doentes sem a delegdo apresentaram um valor de VGM de 85,72 fL (116). Comprovou-
se, desta forma, que os valores mais baixos de VGM e associados a um fenotipo de

microcitose se devem a presenca da delecao a-talassémica de 3,7kb.

Relativamente aos valores de HGM, o valor médio determinado para os doentes
homozigoticos para a delecdo foi de 21,68 + 3,38 pg e para os doentes com genotipo
heterozigdtico o valor determinado foi de 25,55 + 2,06 pg. Valores estes que se encontram
abaixo do valor de referéncia estipulado na norma n°® 063/2011 da DGS. Ja no caso dos
doentes com um genotipo wild-type o valor médio de HGM determinado, 27,44 + 1,90
pg, encontra-se dentro do intervalo de referéncia. Nos estudos previamente mencionados
e a semelhanca do concluido para os valores de VGM, os valores mais baixos de HGM
encontram-se significativamente associados a homozigotia da delecao (93,116).
Comprovando, também, que o fenotipo de hipocromia na populagdo estudada se encontra

associado a presenca da delecdo a-talassémica de 3,7kb.

O estudo dos biomarcadores diretos de hemolise, LDH e bilirrubina total, e indireto,
percentagem de reticuldcitos, revela-se importante para avaliar a gravidade da

drepanocitose uma vez que esta € caracterizada por uma anemia hemolitica crénica.
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No decorrer dos estudos de associagdo verificou-se que nenhuma das variantes genéticas
detetadas apresentava uma relagéo significativa com os valores de bilirrubina total.

Tabela 4.11-Associacdes entre os biomarcadores de hemdlise (LDH e percentagem de
reticuldcitos) e os diferentes gendtipos em 155491, 155498, 155496 e a delecdo a-talassémica de
3,7kb

. - LDH o Reticuldcitos «
Biomarcador de hemdlise N (U/L) y/) (%)
Genotipos em AA 33 389 9,13
rs5491no gene 0,020 0,109
TCAM-1** AT+TT 32 465 10,82
Genotipos em AA 55 420,16 9,57
rs5498 no gene 0,251 0,015
TCAM-1** AG+GG 10 476,05 12,09
Genotipos em GG 56 425,73 10,31
rs5496 no gene 0,694 0,044
ICAM-1%* GA+AA 9 440,13 7,79
Delegao oo/oo 17 452,07 10,68
- 37
t;ll;lis;:r(ncl}zalll éise a.o/-o; 40 420,63 0,522 10,35 0,018
; -o>7/-0>7 6 410,34 6,53

HBA2 e HBAI)
A negrito apresentam-se os valores de p que se revelaram estatisticamente significativos. *Teste de Kruskal
Wallis nos casos em que o modelo dominante ndo foi utilizado e teste de Mann-Whitney nos casos em que
o modelo dominante foi utilizado.**Modelo dominante.

Quanto aos valores de LDH, houve apenas associacgdo significativa com a variante rs5491
A>T (no gene ICAM-1), com p=0,020. Concluiu-se que, para a populagdo estudada, os
individuos com gen6tipo homozigético ou heterozigético para o alelo variante T
apresentavam valores médios de LDH mais elevados, 465 + 125 U/L. Os doentes com
gendtipo wild-type revelaram niveis de LDH perto dos normais (332 U/L de acordo com
0 estipulado pela Roche Diagnostics GmbH), de 389 + 111 U/L. Pode-se dizer que este
resultado corrobora a hipotese apresentada aquando da apresentacéo da associagdo desta
variante com o ndmero médio de eritrocitos. A presenca do alelo variante tanto em
homozigotia como em heterozigotia encontra-se associada a um menor numero de
eritrocitos e a valores elevados de LDH. A LDH encontra-se contida nos eritrocitos e é
libertada quando ocorre eliminacdo dos mesmos, 0 aumento da sua concentragdo na
corrente sanguinea indica um aumento da hemolise e, por consequente, uma diminuigéo

do nimero de eritrdcitos.

Assim, a presenca da variante rs5491 A>T ndo se revela benéfica para a populacdo
drepanocitica estudada, uma vez que muito provavelmente se encontra relacionada com

um aumento da taxa de hemolise.
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A avaliagdo da percentagem de reticulocitos fornece informagdes sobre a resposta da
medula 6ssea a anemia hemolitica cronica caracteristica da drepanocitose, neste sentido
uma maior percentagem de reticuldcitos ¢ sinonimo de uma eritropoiese elevada por

stress devido a grande eliminacao de eritrocitos.

As associagdes significativas com a percentagem de reticuldcitos encontradas estdo

representadas na tabela 4.11.

A variante genética rs5498 A>G, localizada no gene ICAM-1, encontra-se associada
significativamente, p=0,021, com a percentagem de reticuldcitos. A presenga do alelo
variante G, em homozigotia e em heterozigotia, revelou uma percentagem de
reticuldcitos superior a percentagem determinada para os doentes com genotipo wild-type
(12,09 + 3,18% versus 9,57 + 3,80%). O que indica que para os doentes com genotipos

que possuem esta variante, a resposta da medula dssea €, possivelmente, exacerbada.

A variante rs5498 A>G no gene /CAM-1, ¢ apenas mencionada na literatura como estando
relacionada com a ocorréncia do cancro (na sua generalidade), com doengas vasculares e
com patologias ligadas a caréncia de ferro ndo tendo sido ainda reportada nenhuma
associagdo significativa com manifesta¢cdes da drepanocitose, para além da relagdo com
a anemia (117,118). Esta relacdo com a anemia relatada na literatura vai ao encontro do
que se verifica na nossa populacao estudada. Os doentes com drepanocitose apresentam
anemia hemolitica crénica e consequentemente caréncia em ferro, o que estimula a
resposta por parte da medula Ossea, desta forma pode-se dizer que os doentes com
gendtipos variantes para a variante rs5498 A>G apresentam uma resposta eritropoética

mais elevada que os doentes com geno6tipo wild-type.

Relativamente a variante 1s5496 G>A no gene /CAM-1 averiguou-se que a presenca do
alelo variante_ A, em homozigotia e em heterozigotia se encontra associado (p=0,044) a
uma percentagem média de reticuldcitos inferior (7,79 £+ 2,31%), quando comparado com
a percentagem de reticuldcitos nos doentes wild-type (10,31 & 3,89%). Este resultado vai
ao encontro do aferido para a concentracao média de Hb e numero de eritrocitos, na qual
a presenga de um gendtipo com o alelo variante A se encontra associado a concentragdes
superiores de Hb e maior nlimero médio de eritrécitos. Levanta-se, deste modo, a hipdtese
de que a presenga da variante seja benéfica para a populagdo uma vez que normaliza os

valores de Hb e eritrocitos e estabiliza a taxa de hemolise.
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A mutagdo o-talassémica de 3,7kb (genes HBA2 e HBAI) em homozigotia foi detetada
em individuos com uma média de reticuldcitos, 6,53 + 2,36%, significativamente inferior
em relagdo aos doentes com a mutacao em heterozigotia, 10,35 + 3,94%, e aos doentes
wild-type, 10,68 £ 3,20%. De facto, esta observacao de que a delegdo mencionada diminui
a taxa de hemolise foi ja apontado na literatura como sendo um dos beneficios apontados
para as populagdes com drepanocitose e como uma das razdes para a elevada prevaléncia
da co-heranga (54). Este resultado estd em concordancia com os resultados que obtivemos
de associacdo entre a presenga de o-talassémia e niveis mais elevados de eritrocitos,
fazendo antever uma menor taxa de hemolise nos doentes drepanociticos que co-herdam

o-talassémia.

A avaliagdo do nimero de plaquetas pode-se revelar importante para perceber que
impacto as variantes genéticas apresentam em relacdo aos processos inflamatorios, por

exemplo. As associagdes determinadas para este parametro encontram-se na tabela 4.12.

Tabela 4.12-Associagdes entre o numero médio de plaquetas e os diferentes gendtipos em
rs3211938 e rs5497

Fenotipo hematolégico Plaquetas

%
(média) N (x10°/L) p

Genotipos em TT 48 468,94

rs3211938 gene 0,030
CD36** TG+GG 17 373,78
Genotipos em GG 52 425,51

rs5497 no gene 0,051
ICAM-1** GA+AA 13 518,21

A negrito apresenta-se o valor de p que se revelou estatisticamente significativo. *Teste de Mann-
Whitney.**Modelo dominante.

No que toca aos valores de contagem de plaquetas, a variante genética associada de forma
significativa foi a rs3211938 T>G ocorrida no gene CD36 com o p=0,030. A presenca do
alelo variante G em homozigotia e em heterozigotia parece diminuir o numero de
plaquetas nos doentes, estes apresentam uma média de 373,78 x10°/L plaquetas versus
uma média de 468,94 x10°/L plaquetas nos doentes com o gendtipo wild-type. O nimero
médio de plaquetas nos individuos drepanociticos com o alelo variante ¢ considerado
normal, segundo a norma n°® 063/2011 da DGS (Anexo 4). Contrariamente a esta
observagao, o numero médio de plaquetas nos doentes com genotipo wild-type encontra-

se elevado e acima do intervalo normal apresentado pela norma.

87



Resultados e Discussido

Pdem-se a hipdtese desta variante modular as respostas inflamatérias e processos
inflamatérios exacerbados a que a populag@o angolana estudada esteja exposta. Como foi
previamente mencionado, a populagdo estudada encontra-se exposta ndo s6 a malaria,
mas também a outras parasitoses e bacterioses que desencadeiam respostas inflamatorias.
Caso o papel desta variante se prenda com a modulagdo e desencadeamento das respostas
imunitarias e inflamatorias, de forma que estas ndo sejam exacerbadas, isto &, respostas

controladas e direcionadas ao corpo estranho, entao sera considerada benéfica.

Por outro lado, e como foi j4 mencionado no ponto 4.2.1.1 da caracterizagdo genética das
variantes detetadas, pensa-se que a variante rs3211938 T>G resulte numa deficiéncia da
proteina CD36 em mondcitos e macréfagos (deficiéncia de tipo I), como consequéncia a
resposta imunitaria ndo se espera que seja tdo eficiente como na auséncia da variante
(62,98,100). Deste modo pode-se pdr a hipotese de que o numero de plaquetas reflita a

incapacidade de resposta imunitaria e inflamatdria na presenca de corpos estranhos.

Relativamente a variante rs5497 G>A, ocorrida no gene ICAM-1, verificou-se que os
doentes drepanociticos com genotipo que contém o alelo variante A apresentam um
nimero médio de plaquetas superior ao nimero de plaquetas determinado para os
individuos com genotipo wild-type, respetivamente 5182 x10°/L e 425,5 x10°/L. A
variante revelou uma forte tendéncia de associacdo com o aumento do numero de

plaquetas, com p=0,051.

Esta variante foi j4& mencionada em estudos de imunodeficiéncia e devido a sua
localizag@o no gene ICAM-1 (c.1190G>A) sabe-se que pode interferir com a estabilizagdao
da proteina ICAM-1 traduzida (ponto 4.3.2.1, dos Resultados e Discussdo). A perda de
fun¢do da proteina ICAM-1 pode resultar na auséncia de interacdes moleculares
importantes para a resposta imunitdria e interferir também no processo de transmigracao

leucocitaria (67,119).

Deste modo, pode levantar-se a hipdtese de que a associacdo (ainda que ndo seja
significativa) de gendtipos que contém o alelo variante A com um nimero elevado de
plaquetas, possa estar associado a ineficiéncia da resposta imunitaria que resulta num

aumento da producao de plaquetas e consequente resposta imunitaria exacerbada.
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4.4.2 Variantes genéticas detetadas e a variabilidade fenotipica da
malaria

Para se efetuarem os estudos de associacdo entre as variantes detetadas nos genes de

estudo e a malaria recorreu-se apenas a informagdo subjetiva dos tutores relativa ao

numero de episodios de malaria e aos resultados do PCR (dete¢ao do DNA do plasmdédio).

Infelizmente, as laminas observadas nao se encontravam legiveis pelo que os resultados
que dessa observacao resultaram nao foram utilizados no corrente projeto por nao serem

fiaveis.

Nao foram observadas associagdes significativas entre os episddios de maldria e as
variantes detetadas. Somente a variante rs5496 G>A, que ocorre no gene /CAM-1, revelou
uma tendéncia para estar associada com um maior nimero de episddios de malaria,

p=0,060 (tabela 4.13).

Tabela 4.13-Associagdes significativas entre a média de episoédios de malaria e os diferentes
genotipos em 1s5496

Nimero de
Fenotipo da malaria N episddios de p*
malaria
Genotipos GG 56 1,46
s
ICAM-1%* GA+AA 9 2,33

*Teste de Mann-Whitney.**Modelo dominante.

Os doentes com gendtipos que contém o alelo variante A apresentaram uma média de
2,33+1,50 episodios, enquanto os doentes com genotipo wild-type reportaram uma média

de 1,46+1,21 episodios (Fig.4.26).
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Episodios de maldria

GG GA+AA

Gendtipos possiveis da variante rs5496

Figura 4.26-Representagdo grafica da distribuicdo média do numero de episodios de malaria por
genotipo wild-type versus gen6tipos contendo a variante rs5496 A.

Assim, a presenca desta variante rs5496 G>A (gene ICAM-1) parece proporcionar um
maior numero de episdédios de maldria nestes doentes drepanociticos. Concluimos
previamente que esta variante se encontra associada, de forma significativa, com valores
superiores de Hb e contagem de eritrocitos em relacdo aos doentes com genotipo wild-
type. Com uma maior abundancia de eritrocitos (células-alvo do plasmodio) e maior
concentragdo de Hb, esta metabolizada pelo parasita para efeitos nutricionais e
destoxificacdo, o plasmodio apresenta melhores condigdes para se desenvolver e propagar
(120). Pode-se entdo, levantar a hipdtese de que estas observacdes se encontrem
relacionadas. Desta forma, a variante rs5496 pode representar, simultaneamente, um
beneficio relativamente ao fendtipo de drepanocitose € uma desvantagem para os doentes

expostos a maldria.

Quanto aos resultados obtidos na PCR para dete¢do de DNA do plasmoédio apenas foram
conseguidos resultados para 54 dos 65 doentes drepanociticos que constituiam a
populacdo estudada. Os resultados em questao foram utilizados nos estudos de associagao
com o objetivo de se perceber se alguma das variantes detetadas apresentaria uma relagao

significativa com o resultado positivo e/ou negativo de maldria.

Neste sentido, foram realizados o teste de Qui-Quadrado e o teste exato de Fisher, este
ultimo quando uma contagem menor que cinco era observada em mais do que 25% das

células. Posteriormente, calculou-se também o valor de odds ratio (OR).

Na tabela 4.14 encontra-se a associagdo significativa observada entre a presenga do DNA

do parasita (diagndstico positivo de maldria) e as variantes genéticas detetadas.
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Tabela 4.14-Associacdo dos genotipos em rs5494 e os casos de malaria

Casos Casos
Erere i el positivos negativos P OR 95%1C
para para
malaria (N) malaria (N)
Srznr(s)tslggi cC 3(73%)  38(92,7%)
no gene 0,028 5,63 1,07-29,73
ICAA%[-I** CT+TT  4(30,8%)  9(69,2%)

A negrito apresenta-se o valor de p que se revelou estatisticamente significativo. *Teste de Qui-
Quadrado.**Modelo dominante.

Concluiu-se haver uma relagdo significativa entre a presenca da variante rs5494 C>T e
os resultados positivos de maldria (confirmados por PCR) e aferiu-se um valor de OR de

5,63, com intervalo de confianga a 95% de 1,07 - 29,73, p=0,028.

A correlagdo entre os gendtipos contendo o alelo variante T, quer em homozigotia, quer
em heterozigotia, ¢ a malaria (detetada por PCR) ¢ positiva. A presenca de gendtipos que
contém o alelo variante encontra-se, portanto, associada a uma maior probabilidade (5,63

vezes superior) de ocorréncia de malaria na populacao drepanocitica estudada.

Resultado este que pode explicar a baixa frequéncia dos gen6tipos com o alelo variante
na nossa populagado, tal como foi ja observado e descrito na tabela 4.5. De facto esta
correlacdo com a infe¢do de maldaria foi j& determinada no estudo de Gomez et al onde se
aferiu uma associacdo significativa com a endemicidade da malaria com p=0,002,

resultado este semelhante ao obtido no presente estudo (121).

Apesar de ainda ndo existir uma explicagdo validada para esta associagdo com a
endemicidade de malaria, sabe-se que o SNP ocorre no quarto exdo do gene ICAM-1, este
exao codifica o terceiro dominio extracelular da proteina ICAM-1. O terceiro dominio da
proteina apresenta o ligando humano do Mac-1 (ver ponto 1.6.3, Fig.1.11), este que
auxilia a transmigrac¢ao leucocitaria e o desencadear da resposta inflamatdria do sistema
imunitario (122). Ainda que esta variante nao altere a proteina, p.Asp282=, pode-se por a
hipotese de que poderd influenciar negativamente a capacidade de adesdo dos leucocitos
e o inicio da resposta inflamatoria necessaria ao combate ao parasita. Deste modo,

ocorrera uma resposta deficiente, permitindo a propaga¢do do parasita e da infegao.

Concluimos que esta variante apresenta inequivocamente uma relagdo com a maléria e
com uma maior probabilidade da sua manifestacao, estando associada a um maior numero

de casos positivos.
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5 Conclusoes e Perspetivas Futuras

O estudo dos modificadores genéticos da malaria, da drepanocitose e da interagdo entre
ambas revela-se muito importante, principalmente em populagdes que habitam em
regides com elevada coexisténcia destas duas patologias, tal como a populagao angolana

em estudo neste projeto.

Assim, o presente estudo teve como objetivo principal estudar a relagdo entre variantes
genéticas ocorridas nos genes CD36, ICAM-1 e HBA e a variabilidade fenotipica da
drepanocitose e maldria numa populacdo angolana em idade pediatrica. Através da
genotipagem destes genes, foram detetadas 15 variantes genéticas e estas estudadas do
ponto de vista bioinformatico e estatistico para investigar possiveis associagdes entre 0s

genotipos e os fendtipos (hematoldgico, bioquimico e clinico).

Com o estudo da co-heranca entre a drepanocitose e a o-talassémia (delecao de 3,7kb)
concluiu-se que, como ja era esperado para uma populacdo africana, esta delecdo
apresenta elevada prevaléncia na nossa populagdo angolana drepanocitica, sendo que 46
(73,0%) criancas apresentam o alelo -o’’, em homozigotia ou em heterozigotia.
Relativamente a esta dele¢do a-talassémica, concluiu-se também que a sua presenca, em
homozigotia e heterozigotia, se encontra associada significativamente a valores mais
baixos de VGM, HGM e reticuldcitos e a nimeros superiores de eritrocitos. Os valores
de VGM e HGM mais baixos sdo associados, respetivamente, a fendtipos de microcitose
e hipocromia. Ja no caso dos resultados obtidos para a percentagem média de reticulocitos
e namero médio de eritrdcitos pode-se concluir que a coexisténcia da drepanocitose com
a a-talassémia ¢ benéfica no sentido em que diminui a gravidade da anemia (aumenta o
nimero médio de eritrocitos) e diminui o grau de hemdlise (diminui o nimero médio de
reticuldcitos), o que se encontra ja reportado na literatura. Os nossos resultados validam,

portanto, estudos anteriores, efetuados noutras populagdes drepanociticas.

Das variantes analisadas no gene CD36, duas parecem ter maior impacto como
moduladoras. Concluiu-se que o SNP rs3211891 T>C, localizado no quarto intrdo do
gene, afeta negativamente a concentragdo média de Hb nestes doentes. Os doentes com
genotipos que contém o alelo C apresentam valores de Hb significativamente mais
baixos. Por outro lado, a variante nonsense rs3211938 T>G, localizada no décimo exdo

do referido gene, apresenta uma associagdo negativa com o numero de plaquetas. Os
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doentes com geno6tipos que contém o alelo G apresentam um niimero médio de plaquetas

significativamente mais baixo que os doentes com genoétipo wild-type.

Ambas as variantes se revelaram nefastas para os doentes que possuem genotipos com o
alelo variante. Apesar desta observagao, no caso do SNP rs3211891 T>C a frequéncia de
genotipos com o alelo variante na populacdo drepanocitica estudada ¢ significativamente
superior em relagdo a populagdo africana e ioruba. Isto poderia querer antever que fosse
benéfica para a drepanocitose, uma vez que todas as populagdes se encontram expostas a
maldria endémica, porém a concentragdo de Hb ¢ afetada de forma negativa, ficando
assim por explicar as elevadas frequéncias genotipicas na nossa populacao estudada. Ja
para o SNP rs3211938 T>G, a populagdo estudada revelou frequéncias genotipicas de
genotipos contendo o alelo variante significativamente inferiores a populagdo ioruba,
resultado este que pode prever que valores inferiores de contagem de plaquetas se podem
associar a uma desvantagem para doentes drepanociticos. Ao mesmo tempo, nio foi
verificada uma diferencga estatisticamente significativa entre as frequéncias genotipicas
da populagdo estudada e da populagdo africana, provavelmente porque esta ultima
corresponde a toda a populagdo africana no geral, enfatizando desta forma a elevada

prevaléncia da mutagao rs344 A>T na regido africana.

Dada a importancia do gene CD36 na ligacao entre a PFEMP1 e o endotélio vascular
humano, eram esperadas mais associagoes significativas entre as variantes ocorridas neste
gene e os fenotipos da maldria. Estes resultados ndo se verificaram, muito possivelmente
devido ao baixo nimero de participantes no estudo e a falta de dados clinicos relativos as

manifestagoes da malaria.

No caso das variantes genéticas analisadas no gene /CAM-1, concluiu-se que a variante
missense 1s5491 A>T, localizada no segundo exdo do gene e no primeiro dominio da
proteina ICAM-1, vulgarmente conhecida por mutagao Kilifi, apresenta uma associagao
negativa com a drepanocitose. Os doentes com genotipos com o alelo T apresentam um
numero médio de eritrocitos inferior aos restantes, assim como niveis de LDH mais
elevados, levantando-se a hipotese deste alelo neste SNP resultar num agravamento da
anemia e da taxa de hemolise. No entanto, em termos contrdrios, apresenta uma
associacdo positiva com a idade da primeira manifestagdo drepanocitica, para a qual os

doentes homozigdticos para o alelo_T apresentam a primeira manifestacdo mais tarde que
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os restantes. Dito isto, em termos clinicos foi observado um beneficio para os doentes que
possuem esse genotipo, mas hd que salvaguardar que possa haver enviesamento pelo
baixo nimero de amostragem. Quanto a sua relacdo com os fenotipos de malaria nao foi
verificada qualquer associagao, tal como na literatura, continua por esclarecer o seu efeito

e explicar a ambiguidade das descobertas realizadas até agora.

Por outro lado, a variante intronica rs5496 G>A, localizada no quinto intrdo do gene
ICAM-1, revelou uma associacao positiva com os fendtipos hematologicos caracteristicos
da drepanocitose. A presenca do alelo A, quer em homozigotia quer em heterozigotia,
associou-se a uma concentracdo média de Hb e numero de eritrdcitos superior e
percentagem de reticuldcitos inferior, em relacdo ao genétipo wild-type. Dados estes
resultados concluimos que este alelo se encontra relacionado com uma diminui¢ao da
anemia e da hemolise caracteristicas da drepanocitose e, portanto, podemos considera-lo,

sem duvida, um fator genético modificador positivo destes subfenotipos da drepanocitose.

Ainda no gene ICAM-1, concluiu-se que a variante missense rs5498 A>QG, localizada no
sexto exao do gene e que afeta a proteina, p.Lys469Glu, apresenta uma relagdo positiva
com a percentagem de reticuldcitos. A presenca de gendtipos homozigbticos e
heterozigoticos para o alelo G, estd associada com uma percentagem de reticuldcitos
superior, o que levantou a hipotese deste alelo se encontrar associado com o aumento da
hemolise, sendo assim uma variante nefasta para a drepanocitose. Nao foi detetada
qualquer associagdo com os fenotipos de malaria, apesar de que caso a associa¢ao com o
aumento de hemolise se valide, a redugdo do niimero de eritrocitos podera afetar a infegao
pelo plasmodio do género P. falciparum, sendo os eritrocitos as suas células-alvo e onde

se desenvolve e multiplica.

Relativamente ao estudo efetuado sobre o papel das variantes genéticas estudadas sobre
a variabilidade fenotipica da malaria nestes doentes com drepanocitose, concluiu-se que
a variante sinonima rs5494 C>T, localizada no quarto exao do gene /CAM-1, se encontra
relacionada com um maior nimero de casos positivos de malaria. Os doentes com
gendtipos que contém o alelo variante apresentaram uma maior probabilidade de
ocorréncia de malaria, em comparagdo com os doentes com gendtipo wild-type,

provavelmente devido a destabilizacao da adesao leucocitaria por intermédio do Mac-1 e
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a consequente deficiente resposta inflamatoria. Nao se verificou que tivesse efeito sobre

a drepanocitose.

Assim, de entre os genes estudados, concluiu-se que o gene /CAM-1 apresenta, na nossa
populagdo, um importante papel modulador tanto dos fenotipos hematoldgicos da
drepanocitose como da malaria, sendo o seu efeito superior quando em comparagao com

o gene CD36 ou a com a dele¢do a-talassémica.

Em suma, o estudo dos moduladores genéticos e a descoberta de possiveis biomarcadores
de alguns subfendtipos da drepanocitose num contexto de malaria, pode contribuir para
aprimorar os métodos de diagnostico e de progndstico, contribuindo para a sua prevengao.
Por outro lado, esses marcadores da gravidade da doenga sdo uteis para categorizar os
doentes por niveis de risco e assim permitem fornecer os cuidados de satde mais
atempadamente a quem mais precisa. Para além disso, as caracteristicas individuais de
cada doente podem contribuir para uma medicina personalizada e, dessa forma, contribuir
para melhorar a qualidade de vida dos doentes e diminuir a morbilidade e até mesmo a

mortalidade associada a ambas as patologias.

Como perspetiva futura seria interessante prosseguir com os estudos de associagdo
iniciados neste projeto usando uma amostragem maior de individuos, tanto drepanociticos
como ndo drepanociticos, para se poder validar com maior robustez os resultados obtidos.
Para além disso, um estudo longitudinal mais prolongado e com acompanhamento clinico
sem lacunas, principalmente no que toca a maldria, seria muito Util para obter um maior
nimero de resultados para esta patologia. Acrescenta-se ainda que os estudos de
associacao poderao ser mais aprofundados, avaliando-se as possiveis relagdes epistaticas

entre os diversos genes analisados.

Seria ainda muito importante, como referido acima, prosseguir com estudos funcionais

sobre as variantes genéticas cuja acgao fisiopatologica ¢ ainda desconhecida.
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Anexos

7 Anexos

Anexo 1-Documento de consentimento informado para os tutores das criangas
participantes

Projeto “Anemia das células falciformes e hemoglobina fetal. Modificadores

Temsge Nocksad de Tourdy

CISA h genéticos numa coorte de criangas Angolanas.” ﬂﬁ: i % ;
e i > )
Consentimento informado [ iy o w—

Estamos a fazer um estudo sobre a anemia das células falciformes em criangas sequidas em consulta no hospital. Este
trabalho vai permitr identificar as principais causas genéticas da anemia do seu filho, bem como potenciais marcadores
de desenvoivimento da doenga e de escolha de terapias farmacologicas mais adaptadas (por exemplo uso de
hidroxiureia). Para isso, para além das consultas de rotina que a crianga ja tem, sera recolhida uma amostra de sangue
para estudo genético de genes associados a doenca da crianga e 3 expressao da hemoglobina fetal (que traz melhorias
a condicao da crianga) e, ainda, que poderao ser modificadores da sua resposta  terapéutica e da interagdo com outras
doengas, como por exempio, 0s genes dos agrupamentos génicos das globinas, o gene BCL11A, a regiao intergénica
HBSIL-MYB & 0s genes KLF1 e SALL2

Todas as criangas participantes deste estudo vao também receber tratamento gratuito para a drepanocitose (hidroxiureia)
durante 1 ano, ndo tendo despesas exira com a participagdo no estudo.

Para participar no estudo é necessario comparecer &s consultas de seguimento da drepanocitose (conforme marcagdo
feita pela equipa de saide) e proceder a colheita de uma amostra de sangue periférico que se destina a realizacao de
estudos genéticos envolvendo ofs) gene(s) elou as regides regulatdrias acima mencionado(s) e realizagao de analises
de rotina tais como hemograma e parametros bioquimicos.

A participagao neste estudo é de caracter voluntario e os riscos fisicos, psicologicos ou sociais associados a essa
participagdo sao considerados minimos. Tem o direito de recusar, em qualquer altura do projeto, sem ter nenhuma
consequéncia.

As amostras cohidas no ambito deste projeto ndo podem ser utilizadas em atividades com fins lucrativos, pelo que nao
existe qualquer contrapartida financeira para os individuos que as tenham cedido. Assim, nao esta previsto qualquer
pagamento de eventuais despesas derivadas da sua participagao,

Para garantir a privacidade das pessoas participantes e a confidencialidade e protegdo dos dados, as amostras de
produtos biologicos e os eventuais dados demograficos e clinicos correspondentes ser3o pseudonimizados e tratados
exclusivamente por pessoal sujeito a sigilo profissional.

Este estudo envolve vanias instituigdes Nacionais e Interacionais, nomeadamente o Centro de investigagao em Salde
de Angola, o Hospital Pediatrico David Berardino ambas de Angola e 3 instituides Portuguesas, a Escola Superior de
Tecnologia da Salide de Lisboa, o Instituto de Higiene e Medicina Tropical de Lisboa e o Instituto Nacional de Satde Dr.
Ricardo Jorge de Lisbea.

Eu (nome da inquirido ) na qualidade de responsavel legal da crianga com ¢ nome

(Nome da Crianga) . recebi oralmente as explicagbes sobre a mformacgo que consta neste termo de

consentimento, compeeend: o vosso pedido e aceito pamicipar neste estudo, nomeadamente aceito:

*  Respondsr a5 questdes sobve, problemas de saide e evolugdo da dosnga e autorizo:
* Arecolha de sangue (através da picada no brago) para delerminar os pardmetros hematokigicos da crianga, incluindo os
nives de hemoglobina fetal e os estudos genélicos nos Ambitos mancionados
* Compreendi a informagao que me foi dada, tive oportunidade de fazer perguntas e as minhas dividas foram esclarecidas
o Aceilo parficipar de livie ventade e autorzo a apresentag3o dos resutados obtidos em meio cientifico, garantindo a
confidencialidade,
Data: /| _ Assinatura ou impressdo digital:

Eu, (nome do médico), forneci as explicagdes referidas neste termo de
consentimento e assegurel-me gue o participante percebeu a pertinéncia e impicagbes deste estudo.

Data: /| _ Assinatura do médico: =

Investigador responsavel. Brigida Sanfos
Contactos: Haspéal Pecialrico Davd Bermarding; e-mail: santosbrigida@yahoo.com.br
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Anexo 1-Codigos Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC)

Tabela 7.1-Codigos IUPAC para nucleotidos

IUPAC CODIGO NUCLEOTIDO BASE
A Adenina
C Citosina
G Guanina
T (OU V) Timina (ou Uracilo)
R AouG
Y CouT
S GouC
W AouT
K GouT
M AouC
B CouGouT
D AouGouT
H AouCouT
\% AouCouG
N Qualquer base

o
c

gap
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Tabela 7.2-Cddigo IUPAC para os diferentes aminoacidos

IUPAC c6digo do aminoacido Cadigo de 3 letras Aminoécido
A Ala Alanina
C Cys Cisteina
D Asp Acido Aspartico
E Glu Acido Glutamico
F Phe Fenilalanina
G Gly Glicina
H His Histidina
| lle Isoleucina
K Lys Lisina
L Leu Leucina
M Met Metionina
N Asn Asparagina
P Pro Prolina
Q GIn Glutamina
R Arg Arginina
S Ser Serina
T Thr Treonina
\% Val Valina
W Trp Triptofano
Y Tyr Tirosina
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Anexo 3-Material Suplementar ao capitulo Materiais e Métodos

Tabela 7.3-Composi¢ao dos diferentes reagentes utilizados ao longo do trabalho pratico

Tampiao David (x10) Tampio B Tampao a+ PME BSA (10 mg/mL)
(NH4)2804 2M) - KCl, (2M) — 500mM (NH4)2S04 (1IM) —
166mM 166mM

Tris-HCl a 37% -
100mM

MgCl, (1M) — 15mM
Gelatina (0,1%)
dH>0- 26,73mL
dNTPs (100mM)

Tris-HCl a 37% - 670mM
MgCl: 2M) — 67mM

Na;EDTA (0,25M) —
0,067mM

Tris-HCl a 37% - 670mM
MgCL (1M) — I5mM

Na,EDTA (0,25M) —
670mM

Albumin bovine
serum

Lote SLBF1993V

p- Mercaptoetanol —

100mM NayB- Mercaptoetanol

Tabela 7.4-Descricao dos primers utilizados na genotipagem das diferentes regides do gene CD36

.x Sequéncia ,
Gene Réer%il?: Primer oligonucleotidica C((;)gt?;d)o ggl) Referéncia
g (5'para3’) °
CATTCT TCT
CD36 33137 Fw CTTTCT CCT 39 52
Regido TAA GG “9)
promotora CTC AGT TAT
CD36 33137 Rv CAG GAT CCT 45 53
ACTC
CCCCTTCTC
CD36_Ex5 Fw GTT AGT TTG CT 50 52
CD36 Exdo 5 (123)
TTT CTT ACA
CD36_Ex5 Rv GGC TGC GTT TG 45 50
GCT GTATTT
CD36_SNPex10_ 5 xa TCC GAC 45 50
Fw
GT
Exdo 10 (49)
CD36_SNPex10_ CTG CCACCA 47 51
Rv TTCTTTCTTC
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Tabela 7.5-Descricdo dos primers utilizados na genotipagem do terceiro intrdo do gene CD36,
para o estudo do STR In3(TG)n

Variante Sequéncia Contetido Tm
Gene /Regiao Primer oligonucleotidica o o Referéncia
I B , GC (%) °C)
génica (S'para3’)
CD36_TGn FAM-ATT TAT AAA 25 47
_Fw AGAAGT TGC AC
(62)
CD36_TGn GTT TAC CTA CAA 20 40
13(TG _Rv TTT AAT AA
cp3s TGN
/ Intrdo 3
CD36_1VS3 TGC AAC TCT ATA 4 48
FW TGATGC G
- Desenhado,
PrimerBlast
CD36 IVS3  AGC TAATTC GAA 41 51

Rv TAA GCTAGG G

Tabela 7.6-Descri¢do dos primers utilizados na genotipagem das diferentes regides do gene
ICAM-1

x Sequéncia .
Gene Rgﬁil:; Primer oligonucleotidica Cé)gtf;d)o g(l;; Referéncia
g (5'para3’) °
ICAM1_K29M _ CCT GAT TTG TAA 48 57
Fw TGC CTG TCG
Exao 2 (124)
ICAM1 K29M_ CTT GAC CCT ACG 53 51
Rv AGA GTG
ICAM-1
ICAM1_G241R° GCG ACT CCC CCA 61 53
Exio 4 a _Fw CAACTT (125)
6 ICAM1 K469E  GGT GAG GAT TGC 50 -
Rv ATTAGG TC

Tabela 7.7-Descri¢do dos primers utilizados na genotipagem da delegdo talassémica de 3,7kb
ocorrida nos genes HBA2 e HBAI

R Conteddo Tm
Gene Variante Primer oligonucleotidica o Referéncia
; , GC (%) (°O)
(5'para3’)
C10- GGG ATG CAC 65 53
HBA  talassémica, (77)
-7 -
C2 CTG CTG TCC 70 60

Al 3'UTR Rv  ACG CCC ATG CC

111



Anexos

Anexo 4-Valores de referéncia dos parametros hematoldgicos para a populagio
portuguesa em idade pediatrica

Parametro Idade Valores de referéncia*
Hb (g/dL) 6 meses-11 anos 11,0-14,0
VGM (fL) 6 meses-11 anos 72,0-86,6
HGM (pg) >5 anos 26,0-34,0
Eritrécitos (x10'%/L) 6 meses-11 anos 3,80-5,40
Plaquetas (x10°%/L) >2 meses 140-440
Leucdcitos (x10°/L) 5-11 anos 4,5-13,0
Neutréfilos (x10°/L) 5-11 anos 1,5-8,5

*Segundo a Norma n° 063/2011 da DGS
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