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Avaliacdo das variantes moleculares do gene KLFI: padronizacio e
caracterizacao em individuos com niveis borderline de Hb A2, sem
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INTRODUCAO:

As hemoglobinopatias sdo doengas hereditarias eausadas por mutagdes nos genes responsaveis pela
produgdo de hemoglobina (proteina que transporta oxigénio dos pulmdes para o restante do corpo). A sintese das
cadeias proteicas que compdem a hemoglobina ¢ controlada por mecanismos moleculares ao longo do
desenvolvimento humano, incluindo os fatores de transcrigdo. Um desses fatores € o Erythroid Kruppel-like factor
1, ou KLF1, que possui um papel regulador fundamental em genes responsaveis pelas cadeias beta e delta da

hemoglobina (HBB ¢ HBD, respectivamente).

Alteragdes no gene KLF1 podem influenciar a concentragdo de hemoglobina A2 (HbA2). Niveis elevados
de HbA2 (acima de 4%) sdao usados como um dos critérios para a identificacdo de individuos com trago de
talassemia beta (heterozigotos). No entanto, algumas pessoas podem apresentar niveis limitrofes (entre 2,9% e

3,5%) sem a presenca do traco beta talassémico.

Este estudo objetiva, portanto, caracterizar cinco polimorfismos previamente descritos no gene KLF]
[rs3817621 (-g.251C>G), 1579334031 (-g.148G>A), 15112631212 (c.115A>C), 152072597 (c.304T>C) e
152072596 (c.544T>C), em 17 individuos previamente atendidos no Hospital de Clinicas da UNICAMP, sem
evidéncia de talassemia beta e com niveis borderline de HbA2 (2,9%3,5%). Como controle, 17 individuos

saudaveis (sem alteragdes laboratoriais) foram selecionados (A2 abaixo de 2,5%).

A caracterizagdo molecular sera realizada por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para amplificacao
do alvo génico seguido por digestdo através de enzimas de restricdo (Acil, Faul e BstNI), com posterior

sequenciamento (Sanger) em amostras aleatorias para validagdo dos resultados.

METODOLOGIA:
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Este estudo ¢ de natureza descritiva observacional, com analise de amostras bioldgicas previamente
coletadas. A populacdo é composta por 34 individuos previamente atendidos no Hospital de Clinicas da Unicamp.
Serdo analisados dois grupos: 17 individuos com niveis limitrofes de HbA2 (2,9%3,5%) e 17 com niveis padrao
(<2,5%), sem diagnostico de talassemia beta. Os critérios de inclusdo consideraram idade > 18 anos e

disponibilidade de dados laboratoriais completos.

A caracterizag@o populacional envolveu idade, sexo, autodeclaragdo de cor e indices hematimétricos:
hemoglobina (Hb), hematocrito (Ht), volume corpuscular médio (VCM), GV, hemoglobina corpuscular média
(HCM), amplitude de distribuigdo eritrocitaria (RDW), HbF ¢ HbA2. A analise genética sera realizada com base
em cinco polimorfismos no gene KLFI: [rs3817621 (-g.251C>QG), rs79334031 (-g.148G>A), rs112631212
(c.115A>C), 152072597 (c.304T>C) e 152072596 (c.544T>C), utilizando técnicas de digestdo por enzimas de
restricdo (Acil, Faul e BstNI). Um subconjunto de amostras sera submetido ao sequenciamento de Sanger para

validacdo dos achados.

Todas as analises estatisticas e a construcdo dos graficos descritivos foram realizadas no software

GraphPad Prism (versdo 9).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A partir dos dados coletados dos individuos objeto do estudo (com Hb A2 limitrofe), observa-se maior
propor¢ao de individuos do sexo feminino em relagao ao sexo masculino (n= 11 e 6, respectivamente), com média
de idade de 34,5 anos no grupo feminino e 39,7 anos no masculino - Figura 1A. Em relagdo a autodeclaracao de

cor, a maioria dos participantes era branca - Figura 1B.
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Figura 1: Distribui¢do de idade média por sexo (A) e autodeclaragao de cor (B).

Os indices hematimétricos dos individuos apresentam-se dentro da referéncia laboratorial, sem aparentes
diferengas entre os sexos, com exce¢do dos parametros de GV, Hb e Het (p=0.01, 0.004 ¢ 0.01, respectivamente) -

Tabela 1 e Figura 2A-2H.
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Parametro Feminino (média) | Masculino (média) Valor de Referéncia
Idade 34,5 39,7 -
HbA2 (%) 3,14 3,20 (1,5% - 3,5%)
HDbF (%) 0,42 0,46 <1%
GV 3,94 493 VR: M:4,5-6,1 / F:4,2-5,4
Hemoglobina (Hb) 11,69 14,85 VR: M:14-18 / F:12-16
Hematdcrito (Ht) 35,35 43,83 VR: M:41-52 / F:36-46
VCM (fL) 89,79 88,87 VR: 80-99
HCM (pg) 29,70 30,23 VR: 27-32
RDW (%) 13,32 12,53 VR: 10-15
Tabela 1: Dados hematimétricos dos individuos em tabela.
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Figura 2: Dados hematimétricos dos individuos em graficos individuais (A-H)', com média e SD.
CONCLUSOES:
LGV (A), Hb (B), HbA2 (C), HbF (D), HCM (E), Ht (F), RDW (G) e VCM (H).
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Os dados hematimétricos avaliados até o momento mostram que individuos com niveis borderline de
HbA2 (entre 2,9% e 3,5%) apresentam resultados hematimétricos compativeis com a faixa de normalidade, tanto
nos indices eritrocitarios (como volume corpuscular médio e concentragdo de hemoglobina) quanto nos valores de
hemoglobina total e hematocrito. A contagem de hemacias permaneceu dentro dos pardmetros esperados,
observando apenas diferencas fisioldgicas entre os sexos, como eritrocitos, hemoglobina e hematocrito

naturalmente mais altos nos homens.

A auséncia de altera¢Ges laboratoriais relevantes reforga a hipdtese de que esses niveis borderline de
HbA?2 podem estar relacionados a fatores regulatorios genéticos, incluindo a presenca de variagdes no gene KLF 1.
A préoxima fase do estudo ira investigar precisamente estas variantes. Assim, a caracterizacdo hematimétrica
desses individuos constitui base importante para o aprofundamento das analises genéticas, contribuindo para &
melhor compreensdo dos mecanismos que modulam os niveis de HbA2 e auxiliando no diagndstico de

hemoglobinopatias em casos com perfis laboratoriais limitrofes.
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